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1. GENERALIDADES DEL CÁNCER DE MAMA
1.1 Epidemiología y factores de riesgo
El cáncer de mama (CM) supone un gran problema de salud pública. Es el tumor con mayor 
incidencia en el sexo femenino y constituye el 36% de las muertes por cáncer al año en Estados 
Unidos1. El CM también es el tumor más frecuente entre las mujeres españolas, suponiendo 
casi la cuarta parte de los casos de cáncer femenino. Su incidencia está aumentando entre un 
2-3% cada año, en parte debido al diagnóstico precoz de la enfermedad2. Desde 1975, la mor-
talidad en esta patología ha disminuido de manera significativa, sobre todo en las pacientes 
más jóvenes y en aquellas con receptores hormonales negativos, debido a los avances tanto en 
el diagnóstico precoz como en la terapia adyuvante3-5.
El CM se asocia a diversos factores de riesgo, entre los que se encuentran los siguientes (tabla 1):
a. Sexo. La incidencia es cien veces mayor en mujeres que en hombres6. Los factores de 
riesgo para el desarrollo de CM en hombres son el síndrome de Klinefelter y la patología 
testicular y hepática7.
b. Edad. El riesgo aumenta principalmente a partir de los 45-50 años8.
c. Raza. A pesar de tratarse de una enfermedad muy prevalente en todas las razas, en las 
estadísticas americanas predomina en la población de raza blanca9.
Parece que esta mayor incidencia en mujeres de raza blanca se debe a diferencias socioeco-
nómicas y del estilo de vida (obesidad, escasa actividad física, ingesta de alcohol, tabaco…).
d. Enfermedad mamaria benigna previa. Los cambios fibroquísticos mamarios, los pa-
pilomas solitarios o los fibroadenomas simples no parecen aumentar el riesgo de CM, 
INTRODUCCIÓN
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pero sí lo hacen las lesiones proliferativas con atipia celular (hiperplasia ductal atípica y 
carcinoma lobulillar in situ), sobre todo cuando la atipia es multifocal10,11.
e. Historia personal y familiar de cáncer de mama. En las pacientes con antecedentes 
de CM in situ, el riesgo de desarrollar un tumor contralateral es del 5% a los diez años 
aproximadamente, siendo este mayor en los casos en los que el tumor ha sido invasivo, 
sobre todo en las mujeres premenopáusicas12. También existen síndromes asociados a 
CM hereditario; sin embargo, solo un 15-20% de los casos tienen antecedentes fami-
liares de esta enfermedad. La causa hereditaria más habitual de CM son las mutaciones 
germinales en los genes de reparación del ADN, BRCA1 y BRCA2. Otros genes involu-
crados con menos frecuencia en la transmisión familiar del riesgo de CM son: CHEK2, 
TP53, PTEN, PALB2 y STK11.
f. Factores hormonales y reproductivos. Una exposición prolongada a los estrógenos 
endógenos (menarquia precoz, menopausia tardía, edad tardía de primer embarazo, in-
fertilidad y ausencia de lactancia mamaria) o exógenos (anticonceptivos orales, terapia 
hormonal sustitutiva en la menopausia y tratamiento de infertilidad) aumenta de manera 
significativa el riesgo de padecer CM13.
g. Exposición a la radiación ionizante. El efecto de la radiación relacionada con las 
pruebas de imagen, como tomografía o radiografías simples, está aún en entredicho. Sin 
embargo, la asociación con el tratamiento radioterápico previo, sobre todo en la época 
adolescente (linfoma de Hodgkin) y con la exposición a radiación nuclear, ha sido clara-
mente demostrada14,15.
Tabla1. Factores de riesgo de desarrollar cáncer de mama
Sexo (mujeres)
Edad (mayor de 45-50 años)
Raza blanca
Obesidad
Tabaco
Escaso ejercicio
Alcohol
Patología mamaria benigna previa
Antecedentes familiares y personales de cáncer de mama (mutaciones en BRCA1 y BRCA2)
Exposición a estrógenos (menarquia precoz, menopausia tardía, edad tardía de primer embarazo, in-
fertilidad y ausencia de lactancia mamaria)
Exposición a radiación ionizante
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1.2 Subtipos histológicos y moleculares
Actualmente se considera que el CM no es una entidad única, sino un amplio abanico de 
tumores heterogéneos y fenotípicamente diferentes. Ya desde el estudio anatomo-patológico 
clásico de la pieza podemos diferenciar las variedades ductal infiltrante (76%), lobulillar infil-
trante (8%), ductal/lobulillar no infiltrante (7%), mucinoso (2,4%), tubular (1,5%), medular 
(1,2%) o papilar (1%)16.
Mediante estudios de inmunohistoquímica (IHQ) podemos diferenciar los tumores que expre-
san receptores de hormonas —estrógenos y progesterona— y los tumores que sobreexpresan 
HER2. De esta manera, en la práctica clínica diaria se habla de tumores con receptores hor-
monales positivos, tumores HER2+, y tumores que no expresan ninguno de estos marcadores, 
es decir, triple negativos.
Por otra parte, las técnicas recientes de análisis masivo de expresión génica han permitido de-
finir varios subgrupos moleculares (fig. 1) (tabla 2)17,18:
a. Subtipo luminal. Es el subtipo más frecuente. Se trata de tumores con características 
muy similares a las del epitelio luminal normal del tejido mamario, expresando citoque-
ratinas 8 y 18. Asimismo, expresan genes relacionados con los receptores de estrógeno 
(RE) y de progesterona (RP). Se subdividen en luminal A y luminal B. El subtipo luminal 
A supone el 40% de los tumores de mama, con elevada expresión génica de receptores 
hormonales y débil expresión de HER2 y de genes relacionados con la proliferación. El 
subtipo luminal B supone el 20% de los tumores de mama, presenta mayor expresión 
de genes relacionados con HER2 y menor de receptores hormonales y, por lo tanto, se 
asocia con un peor pronóstico que los tumores del subtipo luminal A.
b. Subtipo HER2+. Constituyen el 10-15% de los cánceres de mama. Se caracterizan 
por positividad para la expresión de genes relacionados con HER2 y negatividad para 
la expresión de genes hormonales. Resulta interesante señalar que la expresión de genes 
relacionados con HER2 no conlleva obligatoriamente la sobreexpresión de HER 2 en 
el tumor; de hecho, solo en la mitad de los casos del subtipo molecular HER2 existe so-
breexpresión de HER2. El pronóstico de estos tumores es peor que el de aquellos que no 
tienen este perfil de expresión génica.
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c. Subtipo basal. Suponen el 15-20% de los cánceres de mama. Se caracterizan por un 
perfil de expresión muy similar al de las células basales del epitelio mamario, con ausen-
cia de expresión de genes hormonales o de HER2 y predominio de genes relacionados 
con la proliferación. Clínicamente presentan un rápido crecimiento y se asocian a un 
pronóstico desfavorable. La mayoría de los tumores triple negativos se encuadran en 
este subtipo, pero hay que tener en cuenta que no siempre coinciden; triple negativo es 
un concepto basado en IHQ, mientras que el subtipo basal se define por el perfil de ex-
presión génica.
d. Subtipo pobre en claudina (“claudin-low”). Es el subtipo más recientemente descrito 
y el más infrecuente19. Su interés radica en la expresión de los genes relacionados con 
la transición epitelio-mesénquima (claudina 3, 4 y 7; E-cadherina) y las células madre 
(CD44+/CD24-). Suponen un pequeño porcentaje de los tumores triple negativos clíni-
cos. A diferencia de los tumores basal-like, se trata de neoplasias de más lento crecimien-
to, que parecen tener un origen oncogénico diferente al de los demás.
e. Subtipo normal. Expresa genes similares a los hallados en el tejido mamario normal, 
por lo que se piensa que en realidad puede tratarse de un artefacto secundario a la con-
taminación con células sanas.
Conviene insistir en que los subtipos moleculares del CM no siempre se correlacionan con los 
subtipos clínicos o anatomo-patológicos. Un tumor puede ser del subtipo HER2 por la ex-
presión génica y, sin embargo, negativo para HER2 por técnicas de IHQ o por FISH. Aunque 
parezca que ambas clasificaciones debieran coincidir, se dan numerosas excepciones.
Tabla 2. Subtipos moleculares de cáncer de mama17
Subtipo Características
Luminal
   Luminal A
   Luminal B
CK 8y 18. Expresión de RH
40%; RH +++; HER2 débil
20%: RH débil; HER2 +++
HER2 10-15%; RH -; HER2 +++
Basal-like 15-20%; RH-; HER2-; agresividad
Claudin-low RH-; HER2-; genes de TEM
Normal-like Similar a tejido mamario normal
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1.3 Diagnóstico y estadificación de la enfermedad
El diagnóstico precoz se basa en la realización de mamografías anuales en mujeres mayores de 
40-50 años. La utilización de otras pruebas de imagen, como la ecografía, ayuda a diferenciar las 
lesiones sólidas de las quísticas. La resonancia mamaria puede estar justificada en pacientes con 
mamas densas o en aquellas con alto riesgo de desarrollar la enfermedad debido a su carga ge-
nética20. Tras el diagnóstico de sospecha por imagen, es obligatorio realizar una toma de biopsia 
y un estudio de extensión con pruebas de imágenes complementarias. Con todos estos datos del 
tamaño tumoral (T), el estado ganglionar (G) y la existencia o no de afectación a distancia (M), 
podemos clasificar la enfermedad según el sistema TNM (AJCC-UICC)21 (tablas 3 y 4).
Tabla 3. Sistema de estadificación de los carcinomas de mama (American Joint Committee on Cancer TNM 
Staging System, 2002)21
Tumor primario (T) (misma clasificación clínica y anatomo-patológica)
T1: hasta 2 cm
      T1mic: < 0,1 cm
      T1a: > 0,1 a 0,5 cm
      T1b: > 0,5 a 1 cm
      T1c: >1 a 2 cm
T2: > 2 a 5 cm
T3: > 5 cm
T4: extensión a pared torácica o piel
      T4a: extensión a pared torácica
      T4b: edema (incluyendo “piel de naranja”) o ulceración de la piel, o nódulos satélites en la piel de la 
misma mama
      T4c: ambos (T4a + T4b)
      T4d: carcinoma inflamatorio
Ganglios linfáticos regionales (N) (clasificación anatomo-patológica)
pN0: ausencia de metástasis ganglionares
pN1mi: micrometástasis (< 2 mm)
pN1: metástasis en 1-3 ganglios axilares, y/o ganglios mamarios internos con metástasis microscópicas
pN2: metástasis en 4-9 ganglios axilares, o en ganglios mamarios internos clínicamente aparentes en ausencia de 
metástasis axilares
pN3: metástasis en 10 o más ganglios axilares, o en ganglios infraclaviculares, o en ganglios mamarios internos en 
presencia de metástasis axilares, o en ganglios supraclaviculares 
Afectación metastásica a distancia (M)
M0: no hay evidencia de metástasis a distancia
M1: metástasis a distancia
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Tabla 4. Estadios según la clasificación TNM21
Estadio I T1N0M0
Estadio IIA T0-1N1M0
T2N0M0
Estadio IIB T2N1M0
T3N0M0
Estadio IIIA T0-2N2M0
T3N1-2M0
Estadio IIIB T4N0-2M0
Estadio IIIC T0-4N3M0
Estadio IV T0-4N0-3M1
1.4 Generalidades del tratamiento del cáncer de mama localizado
Los tumores localizados son aquellos que se encuentran exclusivamente en la glándula mama-
ria o con afectación como máximo de tres ganglios axilares. Se consideran tumores curables 
desde el inicio. La actitud terapéutica depende, en gran medida, de la extensión de la enferme-
dad, aunque también influyen la edad, el estado general y la comorbilidad de la paciente.
El tratamiento de un tumor localizado suele comenzar con la extirpación quirúrgica mediante 
tumorectomía o mastectomía. La radioterapia complementa la cirugía conservadora de la mama 
y también está indicada tras una mastectomía si hay factores de riesgo, como los ganglios axi-
lares afectos22. El tratamiento adyuvante puede tener también un componente sistémico —con 
fármacos— que incluya hormonoterapia (HT), terapia anti-HER2 o quimioterapia (QT).
El esquema de tratamiento puede variar cuando el tumor es grande o de rápido crecimiento: 
en algunos casos se prefiere administrar primero la QT, denominada entonces neoadyuvante. 
Tras la QT se practica la cirugía y, con posterioridad, el tratamiento adyuvante.
Cuando el tumor expresa receptores hormonales, existe indicación de HT adyuvante, con 
independencia de que se administre o no QT adyuvante23. En las mujeres premenopáusicas 
se administran cinco años de tratamiento con tamoxifeno, evitando los inhibidores de aro-
matasa24-27. En aquellas que no presentan amenorrea tras la QT, así como en las menores de 
40 años, se añade un análogo de hormona liberadora de hormona luteinizante al tamoxife-
no28,29. En las mujeres posmenopáusicas, la adyuvancia hormonal se realiza con inhibidores de 
aromatasa o con una secuencia de inhibidores de aromatasa y tamoxifeno, en cualquier caso 
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también durante al menos cinco años30-33. En ambos grupos, el tratamiento hormonal se inicia 
una vez finalizado la terapia adyuvante con radioterapia y con QT.
Cuando existe sobreexpresión de HER2, el tratamiento con trastuzumab (anticuerpo an-
ti-HER2) durante un año, añadido a la QT, mejora los resultados de esta34-36.
En cuanto a la QT, los esquemas más empleados en la actualidad incluyen una antraciclina y un taxano37,38, 
por ejemplo, adriamicina más ciclofosfamida, seguida de paclitaxel o el triplete simultáneo de 
docetaxel, adriamicina y ciclofosfamida39-45. La QT produce numerosos efectos secundarios, 
entre los que destacan: alopecia, estomatitis, náuseas, vómitos, diarrea, mielosupresión, neuro-
patía, infertilidad y, a largo plazo, riesgo de segundas neoplasias y cardiotoxicidad. El riesgo de 
esta última se correlaciona con la dosis acumulada de antraciclina y aumenta en presencia de una 
cardiopatía previa, radioterapia mediastínica o tratamiento simultáneo con fármacos como el 
trastuzumab (tabla 5).
Tabla 5. Principales toxicidades del tratamiento adyuvante en el cáncer de mama
Antraciclinas
Toxicidad aguda
Alopecia, fotosensibilidad, estomatitis, náuseas, vómitos, anorexia, diarrea, mielo-
supresión (nadir 10-14 días), amenorrea, infertilidad y flebitis
Toxicidad a largo plazo Cardiotoxicidad, leucemia aguda
Taxanos
Toxicidad aguda
Reacciones de hipersensibilidad infusionales, alopecia, retención de líquidos (ede-
mas), mucositis y mielosupresión
Toxicidad a largo plazo Neuropatía periférica sensitiva
Por tanto, la toxicidad de los esquemas que contienen antraciclinas y taxanos no es despre-
ciable y puede dar lugar a una importante morbilidad a largo plazo. De ahí que la indicación 
adecuada de estos tratamientos sea indispensable. En los tumores de peor pronóstico, como los 
que cursan con afectación ganglionar, el tratamiento con QT sistémica adyuvante está clara-
mente definido, pero hay otros casos en los que la indicación es más dudosa y se necesita una 
estimación adecuada del riesgo de recaída.
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2. PRINCIPALES FACTORES PRONÓSTICOS 
Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA
El estado de los ganglios axilares es el principal factor pronóstico del CM. En líneas generales, 
la supervivencia a largo plazo de las pacientes con afectación ganglionar es del 50%, si bien 
este porcentaje depende del número de ganglios infiltrados46. El tamaño del tumor primario 
es el segundo factor en importancia tras la afectación ganglionar. La relación entre tamaño y 
pronóstico es lineal: la supervivencia de una paciente con un tumor de menos de 1 cm supera 
el 90%, pero desciende al 70%, aproximadamente, cuando el tamaño está entre 2 y 5 cm47-49.
Otros factores pronósticos son el grado de diferenciación, el índice proliferativo y la expresión 
de receptores hormonales y HER2. En general, los tumores que no expresan receptores 
hormonales o que sobreexpresan HER2 tienen un comportamiento más agresivo, igual que 
aquellos indiferenciados o los que presentan un alto índice proliferativo50-55.
Con el objetivo de intentar seleccionar mejor a las pacientes candidatas a un tratamiento con 
QT, hace más de quince años se creó el índice pronóstico de Nottingham, que incluía tres 
factores pronósticos: estado ganglionar, tamaño del tumor y grado histológico56. Este índice 
ha sido validado57,58, pero no es un método que sea habitualmente empleado en la clínica. 
Por otro lado, existen conferencias internacionales de consenso en las que expertos en CM 
discuten las posibilidades terapéuticas en cada situación, para tratar de establecer criterios 
comunes. Ejemplos de ello son las conferencias organizadas por el National Institutes of Health 
estadounidense en 200059, y las conferencias bianuales que tienen lugar en St. Gallen, Suiza29. 
Otra herramienta que incluye varios factores clínicos habituales es el Adjuvant! Online, un 
programa informático que permite a los oncólogos conocer el beneficio que proporciona la 
terapia adyuvante sobre cada caso concreto (http://www.adjuvantonline.com)60,61. La figura 1 
muestra dos casos extremos respecto al pronóstico: si este es desfavorable en virtud del tamaño 
tumoral o la extensión a ganglios axilares, el beneficio de la QT es evidente. Por el contrario, 
las pacientes con tumores pequeños, bien diferenciados, receptores hormonales positivos y sin 
afectación axilar no se benefician de la QT.
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El problema surge en los casos que tienen un pronóstico intermedio. Estos son frecuentes y las 
herramientas mencionadas —que se basan en factores clínicos y patológicos tradicionales— 
ofrecen poca ayuda a la hora de tomar una decisión respecto a la QT adyuvante. Tras la finalización 
de la secuenciación del genoma humano y la llegada de tecnologías tan poderosas como las 
matrices de ADN, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, en inglés polymerase chain 
reaction) en tiempo real y la espectrometría de masas, en combinación con la bioinformática, 
se ha generado una base excelente para la identificación de nuevos marcadores moleculares en 
cáncer. Estas nuevas tecnologías permiten establecer patrones de expresión de genes y proteínas 
que pueden correlacionarse con la morfología del tumor, con su comportamiento clínico o con 
su respuesta al tratamiento. Estos nuevos marcadores pueden complementar la información 
clínico-patológica clásica con el fin de obtener una predicción más precisa del comportamiento 
del tumor que la obtenida por los métodos convencionales.
Figura 1. Casos extremos de pacientes con carcinoma de mama localizado. En esta figura se presentan dos casos 
de riesgo alto (izquierda) y riesgo bajo (derecha) de recaída. Caso A: paciente de 45 años, RE+, G3, 1cm < T > 2 cm, 
4-9 ganglios afectos y salud general excelente (QT: régimen de tercera generación). Caso B: paciente de 75 años, RE+, 
G1,< 1 cm, N0 (QT: antraciclinas > 4 ciclos > 2 agentes).
Código de color: verde, pacientes que no recaerían en ausencia de terapia adyuvante; rojo, pacientes que recaerían 
independientemente de la terapia adyuvante recibida; amarillo, porcentaje de pacientes que obtienen beneficio 
con la terapia adyuvante; azul, mueren de otras causas.
Caso A: sin terapia adyuvante, el 24% de las pacientes están vivas y libres de enfermedad gracias a la cirugía, y el 75%, 
recaen. El beneficio de la adyuvancia es el siguiente: el 19% están libres de enfermedad a los diez años gracias a la terapia 
hormonal, el 32%, en el caso de pautar QT, y el 46%, con la terapia combinada. Caso B: en ausencia de adyuvancia, el 60% 
de las pacientes siguen vivas y libres de enfermedad a los diez años, el 13%, recaen, y el 27% mueren de otras causas. El 
beneficio de la terapia es del 6% en el caso de la terapia hormonal, el 3% con QT y el 7% en terapia combinada.
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3. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA: 
MATRICES (MICROARRAYS) DE ADN Y RT-QPCR
El campo del análisis de la expresión génica ha evolucionado mucho desde la introducción del 
Northern blot en 1977, que permitió detectar por vez primera moléculas específicas de ARN y 
medir su expresión62. Hoy en día, las técnicas más utilizadas son las matrices de ADN y la PCR 
en tiempo real.
Las matrices de ADN son una poderosa herramienta para medir los niveles de ácido ribonucleico 
mensajero que se expresan en un tipo celular en un momento concreto, esto es, para analizar la 
expresión génica. Esta tecnología sigue los mismos principios que las hibridaciones de un Southern 
blot o un Northern blot62-65, pero a una escala masiva que puede abarcar el genoma completo.
Las matrices son un soporte sólido, generalmente de cristal o de plástico, sobre el que se disponen, 
de manera ordenada, una serie de sondas específicas, cada una de las cuales representa un gen.
La técnica de matrices está basada en la propiedad física de los ácidos nucleicos para hibridar 
con secuencias complementarias, a temperaturas y PH adecuados, de manera que las bases 
complementarias entre una muestra biológica y el ensayo se reconocen y esta hibridación 
se puede visualizar y cuantificar mediante el uso de un trazador, que generalmente es una 
molécula fluorescente detectada con un escáner.
Hay diferentes tipos de matrices. Pueden ser genéricas, que cubren la mayor parte del genoma 
o se pueden diseñar a la carta, incluyendo los genes que interesen para un determinado 
estudio. Además, las matrices pueden ser de uno o dos colores en función de si se usa una 
o dos moléculas trazadoras. Estas moléculas competirán por unirse a las sondas de las 
matrices. Los datos generados se analizan con sofisticados programas informáticos que proporcionan 
los perfiles de expresión génica de las muestras18.
No obstante, la técnica de referencia para la cuantificación de la expresión génica es la 
RT-qPCR, desarrollada a mediados de los noventa66 y basada en la PCR previamente desarrollada 
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por Kary B. Mullis. Gracias a esta metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples 
copias de un fragmento de ADN67,68. La figura 2 compara el potencial de ambas técnicas, y la 
figura 3 explica las matrices de ADN.
Figura 2. Tecnologías que permiten medir la expresión génica. Los diferentes enfoques tecnológicos para medir 
expresión génica dependen del número de muestras y genes analizados. A medida que el número de genes 
disminuye y el número de muestras aumenta, las tecnologías van desde las herramientas de descubrimiento a las 
de validación e implementación. Para llevar a cabo un experimento que analice un número discreto de genes en 
un número de hasta varios miles de muestras, la elección es la RT-qPCR. Las matrices de ADN son el método 
preferido para llevar a cabo experimentos de descubrimiento a gran escala (por ejemplo, a genoma completo). 
Debido a la logística, la sensibilidad y los costes asociados con las matrices de ADN de genoma completo, 
también hay un nicho para las matrices dirigidas que permiten el análisis de un menor número de genes en un 
mayor número de muestras. No obstante, para la validación de descubrimientos con matrices de ADN, el método 
patrón es la RT-qPCR69.
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Figura 3. Microarray de ADN para el estudio génico (adaptado de http://ADN-ARN.net/2011/07/08/ADN-
microarrays/).
La PCR requiere dos oligonucleótidos sintéticos y complementarios de unos 15-20 nucleótidos 
en las zonas flanqueantes de la región que se quiere amplificar. Estos oligonucleótidos actúan 
como cebadores (primers) en la síntesis de ADN que cataliza la enzima Taq polimerasa. 
La reacción se lleva a cabo en una serie de ciclos (entre 30 y 45 veces) que incrementan 
exponencialmente el número de hebras de ADN (fig. 4).
 
Figura 4. Técnica de PCR.
33Dra. Noelia Martínez Jáñez Tesis doctoral
INTRODUCCIÓN
La sensibilidad de esta técnica en muy alta, pero presenta el problema de que no es cuantitativa 
y existe la posibilidad de tener falsos positivos por contaminación. Para solventar el problema 
de la cuantificación se ha generado una serie de variaciones a la técnica, conocidas en conjunto 
como PCR cuantitativa. El método de cuantificación estándar para PCR cuantitativa es la 
PCR en tiempo real (real time PCR o quantitative PCR), que puede realizarse mediante tres 
metodologías:
• SYBRGreen: se utiliza un marcador fluorescente que se une al ADN de doble cadena, de 
forma que la fluorescencia aumenta a la vez que se amplifica el ADN.
• Sondas TaqMan: este método se basa en la utilización de otro fragmento de ADN (sonda) 
complementario a la parte intermedia del ADN que queremos amplificar. A esta sonda se 
une una molécula de fluorescencia, de tal forma que cuando la primera es desplazada de 
su sitio por la acción de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera y emite una 
fluorescencia al ser iluminada por láser (fig. 5).
Figura 5. Técnica de RT-qPCR: emisión de fluorescencia70.
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• Sondas de Light Cycler: método basado en el uso de sondas con una molécula de 
fluorescencia, que es un potenciador de la señal. Se diseñan dos sondas complementarias 
al ADN problema y, una vez separadas, se emite una señal fluorescente basal, mientras 
que a medida que se vaya amplificando ADN problema, la cantidad de fluorescencia será 
potenciada, emitida y captada en cada ciclo de amplificación (fig. 6).
Figura 6. Técnica de RT-qPCR: relación entre cantidad de ADN y Ct.
La aparición a mediados de los años noventa de estas técnicas de alto rendimiento supuso una 
auténtica revolución en el análisis de la expresión génica. El primer trabajo con matrices de 
ADN fue un estudio publicado en 1995 en el que se analizaba simultáneamente la expresión 
de 48 genes63. Tan solo un año después se publicaba el primer trabajo que aplicaba esta potente 
tecnología a la investigación en cáncer humano midiendo la expresión de más de mil genes 
al mismo tiempo71. Un estudio pionero y que sentó las bases en la investigación enfocada 
a la clínica utilizando las matrices de ADN fue el trabajo de Todd Golub et al., en el que 
consiguieron por primera vez clasificar a pacientes según los patrones de expresión génica72. 
Utilizaron el procedimiento de Descubrimiento de clase que les permitió distinguir entre 
leucemia mieloide aguda y leucemia linfoblástica y, posteriormente, aplicaron la Predicción de 
clase para clasificar nuevos tumores basándose solo en los datos de expresión génica.
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4. SUBTIPOS MOLECULARES DE CÁNCER DE MAMA
Los trabajos desarrollados por el grupo de Noruega-Stanford permitieron confirmar 
la diversidad fenotípica del CM17, contribuyendo a la idea de que se trata de diferentes 
enfermedades individuales agrupadas bajo el término de CM73. Inicialmente analizaron unos 
8.000 genes mediante matrices de ADN y observaron que las diferencias en la expresión de 
1.753 genes variaban mucho entre tumores de diferentes pacientes. A continuación, agruparon 
a las pacientes basándose en la expresión de 496 genes, a los que llamaron subgrupo de genes 
intrínsecos, ya que eran los que mostraban más variación entre muestras de diferentes pacientes 
al compararlas con muestras pareadas de la misma paciente. Esta clasificación presentaba dos 
subgrupos principales: RE+ y RE-. Los tumores RE+ se caracterizaban por la elevada expresión 
de muchos genes expresados por las células luminales de mama. Por otro lado, muchos de los 
genes expresados por el grupo RE- eran habitualmente expresados por las células epiteliales 
basales de mama. También se encontró un subgrupo que presentaba una muy elevada expresión 
de HER2, y genes asociados. Además, los tumores de este grupo tenían niveles de expresión 
muy bajos de RE y genes asociados, rasgo que compartían con los tumores basales. Por último, 
encontraron un subgrupo de tumores con expresión muy similar al tejido normal de mama, 
al que llamaron subtipo mama normal. Así, fueron capaces de identificar cuatro subgrupos: 
luminal (RE+), basal (en su mayoría, triples negativos), enriquecido en HER2 (HER2+ y RE+/-), 
y normal. Un análisis posterior subdividió al primer grupo en un subtipo luminal A y otro 
luminal B, presentando este último un peor pronóstico18. En el mismo trabajo se concluyó 
que los otros dos grupos (HER2 y basal) también tenían mal pronóstico. Los cinco subtipos 
fueron validados en series independientes74, y parece que esta clasificación es consistente entre 
los tumores primarios y las lesiones a distancia que pueden aparecer años después75.
La clasificación de cinco subtipos moleculares ha sido trasladada al formato de la PCR en 
tiempo real, tanto en tejido congelado (Fresh Frozen)76 como en tejido fijado en formol y 
embebido en parafina (FFPE, en inglés Formalin-fixed, paraffin embedded)77. Este último 
modelo predictivo basado en la expresión de 50 genes (PAM50) ha sido validado para su 
uso tanto en tejido Fresh Frozen como en tejido FFPE (http://www.bioclassifier.com)78, y se 
encuentra comercializado. El test clasifica los tumores de las pacientes en cuatro grupos: uno 
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de bajo riesgo de recaída (luminal A), y tres de alto riesgo (luminal B, basaloide y enriquecido 
en HER2).
5. PLATAFORMAS MOLECULARES DE CÁNCER 
DE MAMA
5.1 MammaPrint®
A principios de 2002, un grupo de investigadores del Instituto Nacional del Cáncer 
Holandés (NKI, del inglés Netherlands Cancer Institute) publicó el primer trabajo en el 
que pacientes de CM eran estratificadas en dos grupos de alto y bajo riesgo de recaída 
a distancia en función de un perfil de expresión génica79. Mediante matrices de ADN 
analizaron la expresión de ~25.000 genes en muestras de tejido Fresh Frozen obtenido 
de tumores primarios seleccionados retrospectivamente de una serie de 78 pacientes sin 
afectación ganglionar, menores de 55 años en el momento del diagnóstico y con tumores 
< 5 cm. Tras un proceso de depuración, el número óptimo de genes que permitía una 
clasificación exacta se fijó en 70.
La firma de 70 genes fue validada en una serie de 295 pacientes consecutivas con y 
sin afectación ganglionar80. Este trabajo confirmó que la firma de 70 genes segregaba 
pacientes mejor que los factores clásicos, siendo incluso capaz de identificar a los de buen 
pronóstico en grupos clasificados de alto riesgo según las recomendaciones de consenso de 
St. Gallen y National Institutes of Health. En el análisis multivariante resultó ser mejor en 
la predicción de metástasis a cinco años que los demás factores clínicos independientes.
La verdadera primera validación independiente de este perfil génico fue publicada en 2006 por 
el grupo colaborativo internacional TRANSBIG81. Llevada a cabo en pacientes sin afectación 
ganglionar y mediante una matriz comercial que contenía 1.900 secuencias82, la firma de 
70 genes resultó ser un factor neutral que añadía información pronóstica a los factores 
clínico-patológicos utilizados habitualmente. Con posterioridad, fue validada en pacientes 
con afectación ganglionar (1-3 ganglios afectos)83 y de nuevo en pacientes sin afectación 
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ganglionar84, además de en pacientes posmenopáusicas75,85. Esta firma de 70 genes es la base 
del test MammaPrint®, aceptado por la Food and Drug Administration de EE. UU.
Recientemente se ha publicado el ensayo prospectivo Microarray in Node-Negative Disease 
May Avoid Chemotherapy (MINDACT)86 que incluyó a 6.693 pacientes en las que el riesgo de 
recaída se estimaba tanto por factores clínico-patológicos tradicionales como por la firma de 70 
genes (Mammaprint®). Cuando ambos métodos coincidían en la asignación de bajo riesgo, 
se evitaba la QT (estimado en un 10% de pacientes); cuando coincidían en la asignación de 
alto riesgo, se administraba QT (estimado en un 55%), y cuando el resultado era discordante 
(estimado en un 35%), la paciente se aleatorizada para seguir la recomendación marcada, bien 
por el método clínico-patológico, bien por MammaPrint®.
Los resultados muestran que muchas pacientes de CM en estadio temprano sin ganglios axilares 
o con hasta tres ganglios afectos pueden evitar de forma segura la QT adyuvante a partir del 
análisis de la biología de su enfermedad. Un 46% de las enfermas clasificadas de alto riesgo 
por el método clínico eran reclasificadas como de bajo riesgo mediante MammaPrint®. En este 
grupo, la supervivencia libre de metástasis a cinco años fue del 94%, con independencia de 
que recibiesen o no QT.
5.2 Oncotype DX®
Este perfil génico ha sido desarrollado mediante la técnica RT-qPCR analizando de forma 
prospectiva muestras archivadas de pacientes participantes en ensayos clínicos del consorcio 
estadounidense National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Proyect. Desarrollaron el modelo 
predictivo en 447 pacientes obtenidas del ensayo B-20 y lo validaron en 668 provenientes 
del ensayo B-14, en ambos casos pacientes con tumores RE+ y sin ganglios afectos tratadas 
con tamoxifeno87. En la etapa de desarrollo del modelo, analizaron la expresión de 250 
genes relacionados con cáncer y generaron un algoritmo basado en la expresión de 21 genes. 
El algoritmo, llamado índice de recaída (IR), clasificaba a las pacientes según su riesgo de 
recaída a distancia a diez años. En el primer estudio de validación el modelo clasificó al 51% 
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de las pacientes en un grupo de bajo riesgo (IR ≤ 18), al 22% como de riesgo intermedio 
(18 ≥ IR > 31), y al 27% como de alto riesgo (IR ≥ 31). Un estudio de casos y controles de base 
poblacional llevado a cabo con pacientes similares que no habían recibido QT confirmó estos 
resultados, demostrando la asociación entre el IR y el riesgo de muerte por CM88. Basándose 
en estos dos estudios de validación, se desarrolló un ensayo comercial llamado Oncotype DX®, 
que ha sido aprobado por la Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) para 
pacientes sin afectación ganglionar y RE+89.
También se demostró que las pacientes con un IR alto obtenían mayor beneficio al ser tratadas 
con QT adicional a la terapia hormonal, no así aquellas que presentaban riesgo bajo e 
intermedio, que solo parecían favorecidas por el tratamiento hormonal90.
El valor de la terapia adyuvante obtenido en el grupo intermedio seguirá siendo incierto hasta 
que se comuniquen los resultados del ensayo fase III Trial Assigning Individualizad Options 
for Treament (TAILORx). Se han comunicado los resultados de este ensayo en cuanto el 
grupo de riesgo bajo: el 99% de las mujeres con resultados bajos de Oncotype DX® 91. En este 
ensayo, las pacientes operadas de un tumor RE+ y sin afectación ganglionar son asignadas a 
un tratamiento según su riesgo de recaída determinado por el IR: las pacientes de bajo riesgo 
reciben HT, las de alto riesgo, QT y HT y, las de riesgo intermedio se aleatorizan a recibir 
solo hormonas o QT más hormonas. Con la intención de minimizar la posibilidad de un 
tratamiento subóptimo en los grupos de alto riesgo y del grupo aleatorizado se han redefinido 
los grupos de riesgo: bajo (< 11); intermedio (≥ 11 IR < 25); y alto (≥ 25).
5.3 EndoPredict®
La prueba EndoPredict® es un test genómico desarrollado en Alemania a partir de 
964 muestras de tumores con receptores hormonales positivos y HER2 negativo. El estudio 
analizó la influencia de más de 20.000 genes. Se identificaron doce genes relevantes a efectos 
de decisión terapéutica que ofrecían información más detallada sobre el grado de agresividad 
del tumor92. A partir del nivel de actividad de dichos genes, se calcula una puntuación 
(puntuación EP o EndoPredict®) mediante una fórmula matemática que evalúa los resultados 
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en una escala del 0 al 15. Una puntuación por encima de 5 indica que la paciente pertenece 
a un grupo de alto riesgo93,94.
EndoPredict® también tiene en cuenta los dos factores de pronósticos clínicos más importantes: 
el tamaño del tumor y el estado de los ganglios linfáticos. Combinando esta información 
con la puntuación EP se obtiene la puntuación EPclin. Una vez definidos los genes de interés 
mediante el estudio de identificación y después de desarrollar las fórmulas de cálculo, la eficacia 
del test se evaluó en dos ensayos clínicos independientes efectuados por el Grupo Austriaco de 
Estudio del Cáncer de Mama y Colorrectal (ABCSG, del inglés Austrian Breast & Colorectal 
Cancer Study Group)95. Todas las pacientes (1.702) que participaron en los estudios se trataron 
exclusivamente con HT, prescindiendo de QT. Las mujeres de bajo riesgo mostraron una tasa 
del 5% de metástasis a distancia a los diez años 
La validación del test también se ha realizado en tumores con ganglios positivos, siendo el principal 
estudio la validación clínica prospectiva-retrospectiva en el ensayo GEICAM 990696, donde se 
incluyeron 1.246 pacientes aleatorizadas entre dos esquemas de QT. Los autores concluyeron 
que EndoPredict® es un parámetro pronóstico independiente en la población analizada.
5.4 Prosigna® (PAM50)
PAM50 es un test basado en la expresión de 50 genes y que clasifica los tumores en uno de los 
siguientes subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2 enriquecido y basal97. Prosigna® 
se desarrolla a partir de la firma genética PAM50 y aporta información del riesgo de recurrencia 
de la paciente. Incluye el tamaño del tumor, el subtipo molecular intrínseco y el estado de 
proliferación del tumor. El riesgo de recurrencia es la forma genómica de estadificación que 
incorpora la expresión génica del tumor a la información clásica de estadificación TNM. 
La prueba ha sido validada en dos estudios clínicos que incluyen más de 2.400 mujeres 
posmenopáusicas con CM en fases iniciales: el estudio TransATAC y el estudio del ABCSG-8.
La investigación TransATAC se basó en el ensayo ATAC, que evaluaba el tratamiento adyuvante 
con anastrozol frente a tamoxifeno. El resultado del estudio mostró que PAM50 añadía 
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información pronóstica significativa a la aportada por los parámetros clínico-patológicos en 
todos los subgrupos considerados98.
En el estudio ABCSG-8, también de adyuvancia, las pacientes recibieron tamoxifeno o 
tamoxifeno seguido de anastrozol99, todas sin QT, y disponía de un seguimiento a diez años 
cuando las muestras se analizaron mediante PAM50. Los resultados confirmaron la hipótesis 
de que el test agrega valor pronóstico para predecir la recurrencia a distancia por encima de 
las variables clínicas estándares.
TtransATAC y ABCSG-8 demostraron el valor pronóstico independiente de PAM50, más allá 
de lo aportado por las características clínicas y patológicas (estado de los ganglios, tamaño 
tumoral y grado, edad y tratamiento) en poblaciones muy amplias de mujeres con CM RE+100.
5.5 8-gene Score
El grupo de investigación del Hospital Universitario La Paz (HULP) demostró que la 
plataforma TaqMan arrays era tan fiable como las matrices de ADN para determinar el 
perfil génico MammaPrint®101. Después, evidenciaron que con esta plataforma se obtienen 
resultados comparables a MammaPrint® y Oncotype DX® empleando muestras conservadas 
en parafina102. Finalmente, el grupo generó un perfil génico propio, el 8-gene Score, centrado en 
el grupo de tumores con RE positivos103.
El 8-gene Score clasifica a las pacientes con CM localizado según tengan un riesgo alto o bajo 
de desarrollar metástasis: el grupo de bajo riesgo supone, aproximadamente, el 60% de las 
pacientes, frente a un 40% del grupo de alto riesgo. Los genes son analizados mediante una 
plataforma denominada TaqMan arrays, del laboratorio Life Technologies. En el grupo de 
bajo riesgo la supervivencia sin recaída al cabo de diez años es próxima al 100%.
El 8-gene Score no está listo para su uso en la rutina clínica, puesto que para ello es necesaria una 
autorización. Validar supone aplicar el perfil en un número elevado de casos para comprobar 
que funciona correctamente.
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6. DIFERENTES VALORES PRONÓSTICOS 
DE LAS PLATAFORMAS GÉNICAS
El CM es una enfermedad heterogénea que está compuesta por diferentes subtipos biológicos, 
con diferentes diagnósticos. Los factores pronósticos deben proporcionar una información 
prospectiva de la evolución de cada paciente para orientar la decisión terapéutica según el 
riesgo de recaída. Las características ideales que debe reunir un factor pronóstico son: sencillez, 
sensibilidad y reproducibilidad.
El desarrollo de las técnicas genómicas, con la capacidad de medir cientos o miles de genes, 
ha supuesto la identificación de perfiles pronósticos basados en la biología, dando lugar a 
la validación y a la utilización en la práctica clínica de varias plataformas, como ya hemos 
descrito. Estas no han reemplazado a los factores clínicos y patológicos clásicos, sino que los 
complementan.
Estamos llegando a una época gobernada por la medicina personalizada, que utiliza, entre otras 
herramientas, el diagnóstico genómico para asignar un tratamiento. Una cuestión importante 
es en qué pacientes merece la pena emplear este tipo de herramientas. Las guías internacionales 
las integran para tomar decisiones en tumores precoces RH+ HER2-, con tamaño > 0,5 mm y 
sin afectación ganglionar o con micrometástasis (N1mic)8,104.
Varios estudios han tratado de valorar el impacto clínico que tienen estas plataformas genómicas 
en la decisión del tratamiento adyuvante del CM precoz105-128. Se trata de trabajos muy 
diferentes entre sí, en su mayoría retrospectivos y que no suelen comparar varias plataformas. 
Si nos fijamos en estudios con grandes series111,125,127,128, de forma conjunta se comprueba que la 
probabilidad de cambio en la recomendación de tratamiento tras el test se eleva hasta el 42%. 
El cambio en la pauta de QT más hormonas a hormonas solas se produjeron en el 30% de las 
pacientes, y al contrario en un 11 %. Con independencia del porcentaje exacto de cambio, se 
puede asegurar que las plataformas genómicas reducen considerablemente el empleo de QT 
adyuvante en el CM precoz.
El beneficio de todo ello valorado en coste-efectividad de los diferentes perfiles en relación con 
el tratamiento estándar muestra en todos ellos una mejora en la supervivencia y supervivencia 
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ajustada a la calidad de vida, gracias a que se evita la QT en un porcentaje apreciable de 
pacientes129,130.
El problema fundamental es que los resultados de los múltiples estudios publicados son muy 
dispares, que crea una incertidumbre sobre estos y sobre las decisiones terapéuticas que se derivan.
A pesar de que todas las plataformas génicas comentadas tienen un mismo propósito —la 
definición de un grupo de bajo riesgo de CM que pueda evitar la QT adyuvante— sus resultados 
no son superponibles. Varios trabajos que comparaban resultados han reportado, de hecho, 
un nivel bajo de concordancia131-134, lo cual añade un factor de incertidumbre a la hora de 
tomar decisiones terapéuticas. Las peculiaridades tecnológicas inherentes a cada plataforma y 
la heterogeneidad de las poblaciones analizadas han sido los argumentos esgrimidos para dar 
cuenta de esta disparidad.
El motivo de esta tesis es comparar el rendimiento del 8-gene Score frente al de MammaPrint® 
y el de Oncotype DX®.
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1. HIPÓTESIS
La decisión de administrar QT adyuvante tras la cirugía de un CM depende del riesgo de 
recaída. Este se estima con factores clínicos y patológicos, pero en muchos casos estos no 
aportan la suficiente precisión. Debido a ello, se recurre a los perfiles génicos como herramienta 
complementaria para determinar el riesgo.
El grupo de investigación del HULP desarrolló la plataforma 8-gene Score, que en los 
primeros trabajos parece tan fiable como otros perfiles génicos comercializados para clasificar 
a las pacientes en grupos de alto y bajo riesgo de recaída. Estudios previos de comparación 
entre plataformas han comunicado tasas elevadas de discordancia, que podrían disminuirse 
seleccionando una población uniforme de pacientes y empleando siempre el mismo tipo de 
muestra (en este caso, FFPE)132.
La hipótesis de trabajo de esta tesis es que 8-gene Score debe ofrecer un resultado concordante 
con el de las plataformas Oncotype DX® y MammaPrint® para determinar el riesgo de recaída 
de las pacientes operadas de un carcinoma localizado de mama.
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2. OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL: 
Analizar la concordancia de 8-gene Score con otros dos perfiles génicos comerciales de uso 
habitual (Oncotype DX® y MammaPrint®).
OBJETIVOS SECUNDARIOS:
1. Concordancia entre los datos pronósticos clínico-patológicos clásicos (tamaño, estado 
de ganglios axilares, RP, grado histológico, infiltración linfovascular y Ki67%) y los 
perfiles génicos Oncotype DX®, MammaPrint® y 8-gene Score.
2. Correlación de la expresión de RE, RP y HER2 mediante IHQ y expresión génica de 
Oncotype DX® y MammaPrint®.
3. Porcentaje de cambio de la decisión terapéutica entre los factores clínico-patológicos 
clásicos y Oncotype DX® o MammaPrint®.
4. Porcentaje del cambio de la decisión de la actitud terapéutica con 8-gene Score en los 
Hospitales Universitarios Ramón y Cajal (HRyC), La Paz (HULP) y Basurto (HBAS).
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1. PACIENTES Y DATOS CLÍNICOS
Este estudio retrospectivo incluye a 221 pacientes diagnosticadas de un CM en el HRyC 
(82 pacientes), HULP (39 pacientes) y HBAS (100 pacientes) entre enero de 2012 y diciembre 
de 2015. Los tumores eran infiltrantes en estadio I o II, según la clasificación TNM del año 
2002, con RE y/o RP positivos y HER 2 negativo. En todos los casos se había solicitado un 
perfil génico dentro de la práctica habitual de cada centro y se cumplían todos los criterios 
de inclusión y ninguno de exclusión reflejados en la tabla 6. Todas las pacientes debían haber 
realizado tratamiento quirúrgico apropiado según los protocolos del momento (se admitieron 
mastectomía, cirugía conservadora, linfadenectomía y/o biopsia selectiva de ganglio centinela).
Así mismo, debían disponer del mismo bloque de tumor conservado en parafina donde se 
había realizado el perfil génico y datos suficientes en su historia clínica.
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Tabla 6. Criterios de inclusión y exclusión de pacientes de estudio
Criterios de inclusión
1. Mujeres diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama
2. Tumor localizado: pT1-2, pN0 o pN1mic, en ausencia de metástasis a distancia
3. Tratamiento local correcto. Debía haber consistido en una cirugía conservadora seguida de radioterapia 
o en una mastectomía. Además, se debía haber evaluado el estado de los ganglios axilares, bien mediante 
linfadenectomía completa o mediante la técnica del ganglio centinela
4. Receptores hormonales positivos, ya sean de estrógenos, progesterona o ambos. Para este trabajo se 
consideraron positivos los tumores con cualquier grado de expresión que hubieran llevado al médico responsable 
a prescribir tratamiento hormonal adyuvante
5. Ausencia de sobreexpresión de HER2. Si no estaba disponible, se solicitaba al servicio de anatomía patológica 
del centro de referencia la realización de una prueba diagnóstica (Herceptest o FISH)
6. Haber realizado a la paciente previamente un test comercial: MammaPrint® u Oncotype DX®
7. Disponibilidad de muestra apropiada del tumor primario conservada en parafina. Siempre que fue posible se 
empleó el mismo bloque sobre el que se realizó el test comercial
8. Firma de consentimiento informado por parte de la paciente
Criterios de exclusión
1. Administración de quimioterapia neoadyuvante
2. Positividad para HER2
3. Histologías minoritarias: papilar, medular, comedocarcinoma
4. Datos clínicos incompletos
5. Muestra tumoral en mal estado de conservación o en cantidad insuficiente para realizar la extracción de ARN
6. No disponibilidad del resultado del test co
Las características clínicas y anatomo-patológicas que se recogieron de manera retrospectiva 
fueron:
• Datos de la paciente:
- Edad
- Estado menopáusico al diagnóstico
• Datos del tumor:
- Fecha del diagnóstico
- Histología (ductal o lobulillar)
- Estadio patológico
- Receptores hormonales
- HER2
- Grado de diferenciación
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- Ki67
- Presencia o ausencia de micrometástasis
• Datos del test comercial:
- Test realizado
- Receptores hormonales
- HER2
- Resultado del test
• Valoración del facultativo: ¿el resultado del test influyó en la decisión acerca del tratamiento?
• Datos del seguimiento:
- Tratamiento adyuvante
- Fecha de la última revisión
- Existencia de recaída a distancia
- Situación de la paciente en la última revisión
Las pacientes fueron seleccionadas de forma retrospectiva. Tras verificar que cumplían todos los 
criterios de inclusión y ninguno de exclusión, se contactó telefónicamente con ellas para pedir 
el consentimiento informado de cesión de muestra al biobanco del hospital correspondiente. 
Con posterioridad se recogieron los datos clínicos a través de los miembros del equipo 
pertenecientes a los servicios de oncología médica de los centros participantes.
Los patólogos de cada centro participante realizaron una revisión y selección de las muestras 
FFPE. El traslado de las muestras biológicas se hizo directamente por parte del equipo de 
Oncología y Patología Molecular del HULP.
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2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
La extracción del ARN de las 221 muestras y la síntesis del ADN complementario (ADNc) se 
llevó a cabo en el laboratorio del grupo del HULP.
La medición de la expresión génica por RT-qPCR y la lectura de los TaqMan arrays se llevó a 
cabo en el Parque Científico de Madrid. Posteriormente, el análisis de concordancia del 8-gene 
Score con los perfiles génicos comerciales que se están empleando en la actualidad se realizó 
con el apoyo del Servicio de Bioestadística de la Unidad de Investigación del HULP.
3. AISLAMIENTO DE ARN Y SÍNTESIS DE ADNc
El trabajo fue realizado sobre muestras tumorales conservadas en parafina. Se revisaron pre-
paraciones de hematoxilina-eosina para seleccionar biopsias en las que al menos el 70% de las 
células fueran tumorales. De cada muestra se obtuvieron cinco cortes de 10 μm que después se 
desparafinaron con xileno y se lavaron con etanol 100%.
El ARN fue extraído y purificado con el kit RecoverAllTM (Ambion®) siguiendo el protocolo 
del fabricante, y tras ello se procedió a su caracterización cuantitativa y cualitativa mediante 
espectrofotometría UV, midiendo la absorbencia a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro 
NanoDrop.
A continuación fue preciso transformar este ARN en ADNc para su posterior amplificación. 
En la síntesis de ADNc se utilizó el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 
Biosystems®). En nuestro estudio decidimos abordar la síntesis de ADNc a partir de 1 μg de 
ARN total de cada una de las muestras. La reacción de transcripción reversa se llevó a cabo 
siguiendo el protocolo del kit y empleando hexámeros al azar como cebadores.
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4. ESTUDIO DE EXPRESIÓN GÉNICA 
MEDIANTE RT-QPCR
Las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM 7900 HT 
Sequence Detection System (Applied Biosystems®). Como soporte se utilizaron las tarjetas 
microfluídicas, denominadas TaqMan arrays, diseñadas por la misma compañía. En cada uno 
de los puertos de la tarjeta microfluídica se introdujo un volumen final de 100 mL, 50 mL de 
TaqMan Universal PCR Master Mix y 50 mL del ADNc equivalente a 100 ng del ARN total. 
La expresión de cada gen se midió por triplicado.
Se excluyeron las muestras con un porcentaje de células tumorales menor del 70%, con ARN insu-
ficiente (menor de 1 μg) o con señal escasa tras RT-qPCR (ciclo de cuantificación [Cq] medio > 35).
5. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA  
DE 8-GENE SCORE
Durante la RT-qPCR se midió el Cq de cada uno de los genes estudiados en cada muestra me-
diante el software SDS 2.4.1 (Life Technologies®)135. El valor máximo de Cq se estableció en 
40 y los valores obtenidos se recogieron en una tabla de Microsoft Excel para cálculos posteriores.
Con intención de evitar la variabilidad experimental de laRT-qPCR, se llevó a cabo la 
normalización de cada Cq (∆Cq) con los cuatro genes de referencia (IPO8, HMBS, POLR2A 
y SDH). Así, la expresión de cada gen de interés se presenta en relación con un factor de 
normalización, que consiste en la media geométrica del Cq de los genes de referencia. 
∆Cq = FN – Cq (gen estudiado)
La expresión normalizada fue ajustada tomando como 0 el menor valor de expresión, de ma-
nera que un aumento de una unidad en la expresión reflejara aproximadamente una duplica-
ción en la cantidad de ARN87.
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6. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA  
DE ONCOTYPE DX®
El test Oncotype DX®, se realiza en un laboratorio con certificación de calidad CLIA de la 
empresa Genomic Health.
Primero extrae y purifica el ARN de la muestra FFPE y se procesa con una DNAasa I. 
Posteriormente, se mide la cantidad y calidad de ARN y se comprueba la contaminación 
de ADN. Una vez superados estos controles de calidad, se analiza la expresión de 21 genes 
mediante RT-qPCR, utilizando la metodología de sonda TaqMan.
La expresión de veintiún genes se determina por triplicado y se normaliza con relación a 
un conjunto de cinco genes de referencia, que forman parte de los veintiún genes totales136. 
Finalmente, se calcula el resultado final del IR mediante una fórmula específica (fig. 7).
Figura 7. Cálculo del IR. A los valores de expresión de los diferentes genes se les asigna un valor matemático y la 
suma de estos constituye el índice de recurrencia.
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7. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
DE MAMMAPRINT®
El test MammaPrint® fue el primer test genómico aprobado por la Food and Drug Administration, 
desarrollado por la científica holandesa Laura van’t Veer, de Agendia. En la primera publicación79 
se describe la técnica, en la cual se analizaron 226 muestras frescas. El material tumoral era fresco 
y se sometió a congelación rápida en nitrógeno líquido en el periodo de una hora tras cirugía. Los 
cortes congelados se tiñeron con hematoxilina-eosina y se seleccionaron únicamente las muestras 
en las que había más de un 50% de células tumorales. Se utilizaron 30 cortes de 30 μm para el 
aislamiento del ARN. Se generó ARNc mediante trascripción in vitro con ARN polimerasa T7 y 
5 μg de ARN total y se marcó con Cy3 o Cy5. Cinco microgramos del ARNc marcado con Cy de 
un tumor mamario se mezclaron con la misma cantidad de producto marcado con Cy del color 
contrario procedente de una mezcla constituida por la misma cantidad de ARNc de cada paciente.
Los ARNc marcados se fragmentaron hasta un tamaño medio de aproximadamente 50 a 100 
nucleótidos calentando las muestras a 60 °C en presencia de 10 mM de cloruro de cinc y 
añadiendo un tampón de hibridación que contenía cloruro sódico 1M, sarcosina (N-metilglicina) 
sódica al 0,5%, 50 mM de ácido morfolinoetano-sulfónico (pH: 6,5) y formamida (concentración 
final: 30% a 40 °C); el volumen final fue de 3 ml. Las microarrays incluían los 24.479 oligonucleótidos 
biológicos y 1.281 sondas de control. Tras la hibridación, se lavaron los portaobjetos y se 
exploraron con un escáner láser confocal (Agilent Technologies). Se cuantificaron las intensidades 
de fluorescencia en las imágenes escaneadas y se corrigieron los valores para el nivel de fondo, y se 
normalizaron. En ambos grupos se analizaron los 25.000 genes del genoma humano, identificando 
las diferencias existentes en la expresión génica. Finalmente, se publicó la firma de 70 genes capaz 
de pronosticar la evolución de la enfermedad con mayor precisión que las variables convencionales.
Con posterioridad, se validó en tejido parafinado, con una tasa de concordancia del 95%, 
justificando el 5% de discrepancia por la heterogeneidad tumoral137.
La determinación de MammaPrint® está centralizada, lo que permite una mayor homogeneidad 
de los resultados. 
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8. ESTADÍSTICA
El estudio descriptivo de la muestra se ha realizado de forma global y desglosada según la 
clasificación de riesgo en función de la prueba realizada (MammaPrint® u Oncotype DX®). 
Las variables categóricas se describen mediante sus frecuencias absolutas y relativas. Las 
variables numéricas, a través de la media y la desviación estándar y los valores mínimo y 
máximo.
Para el análisis de concordancia entre 8-gene Score con MammaPrint® y Oncotype DX® se ha 
calculado la proporción de acuerdos observados y el índice kappa. La proporción de acuerdos 
observados es un índice muy intuitivo y fácilmente interpretable: tomará valores entre 0 
(total desacuerdo) y 1 (máximo acuerdo). Sin embargo, como indicador de reproducibilidad 
tiene el inconveniente de que aun en el caso de que las dos pruebas clasifiquen con criterios 
independientes se produciría un cierto grado de acuerdo por azar. Para tener en cuenta este 
hecho, se ha calculado el índice kappa que indica el grado de acuerdo que existe por encima 
del esperado por azar.
Landis y Koch propusieron la siguiente tabla de valoración del índice k:
Kappa Grado de acuerdo
< 0,00 sin acuerdo
> 0,00-0,20 insignificante
0,21-0,40 discreto
> 0,41-0,60 moderado
0,61-0,80 sustancial
0,81-1,00 casi perfecto
Se realizaron contrastes de hipótesis para evaluar la asociación estadística entre los factores 
pronóstico y la clasificación de riesgo según 8-gene Score, MammaPrint® y Oncotype DX®. 
Para las variables categóricas se utilizó el test de Chi-cuadrado o el estadístico exacto de Fisher, 
si la frecuencia esperada en alguna de las casillas era < 5.
Para evaluar el cambio en la decisión terapéutica se describieron los resultados mediante las 
frecuencias absolutas y relativas de la decisión inicial, y la decisión final tras conocerse el 
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resultado de la prueba realizada. Los resultados se muestran tanto en forma tabular mediante 
tablas de contingencia, como gráficamente mediante gráficos de sectores y barras.
Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Stata/IC 14.1 (StataCorp. 2015. 
Stata Statistical Software: Release 14. College Station, TX: StataCorp LP).
MATERIAL Y MÉTODOS
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1. ANÁLISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA DEL ESTUDIO
Las características clínicas y anatomo-patológicas de las 221 pacientes incluidas en el estudio se 
describen en la tabla 7. La media de edad fue de 57,2 años (rango: 33-78). Del total, 159 pacientes 
(72,3%) eran posmenopaúsicas. 177 (81,2%) tenían un tamaño tumoral < 2 cm (T1) y 171 (78,4%) 
no tenían afectación ganglionar. Había 31 tumores pobremente diferenciados (14,1%). En el 100% 
de los casos la expresión de receptores estrogénicos fue positiva, mientras que la de RP fue positiva en 
el 87,7%. No se incluyeron pacientes con tumores T3 o N1-2 o con receptores hormonales negativos. 
 
Tabla 7. Descriptiva de los pacientes
Variable n %
Edad* 221 57,2 (9,2)  33-78
Premenopausia    
No 159 72,3
Sí 61 27,7
T    
1 177 81,2
2 41 18,8
N    
0 171 78,4
1 47 21,6
Grado    
I 49 22,3
II 139 63,2
III 31 14,1
ER
Negativo 0 0
Positivo 221 100
Ki67    
Positivo (< 20%) 124 56,9
Positivo (≥ 20%) 94 43,1
RP    
Negativo 27 12,3
Positivo (< 20%) 23 10,5
Positivo (≥ 20%) 170 77,3
ILV    
No 97 87,4
Si 14 12,6
Mammaprint® (n = 121)  
Bajo riesgo 66 54,6
Alto riesgo 55 45,5
Oncotype DX® (n = 100)  
Bajo riesgo 86 86,0
Alto riesgo 14 14,0
*Media (de) min-máx.
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En 121 pacientes provenientes del HRyC y HULP se realizó la plataforma génica de MammaPrint®, 
mientras que en 100 pacientes del HBAS la plataforma empleada fue Oncotype DX® (fig. 8). El 
resultado de alto riesgo apareció en 55 de los 121 casos analizados con MammaPrint® (45,5%) 
y en solo 3 de los 100 analizados con Oncotype DX®. Este último resultado de alto riesgo 
se obtuvo situando el punto de corte de en un RS ≥ 31. Si se empleaba un punto de corte de 
25, como en el estudio TAILORx91 aparecían 14 pacientes de alto riesgo y 86 de bajo riesgo 
(tabla 9). En la tabla 8 se reflejan los resultados con los puntos de corte convencionales.
Figura 8. Número de pacientes y plataformas génicas realizadas en los tres hospitales de estudio.
Tabla 8. Resultados del Oncotype DX® estratificados en RS < o > 25
Tabla 9. Resultados del OncoType DX® estratificados en RS bajo: ≤ 18; intermedio: 19-30; alto: ≥ 31
 
RESULTADOS
Clasificación de Oncotype® por categorías
Oncotype Freq. Porcentaje
Bajo 86 86
Alto 14 14
Total 100 100
Clasificación de Oncotype® por categorías
Oncotype Freq. Porcentaje
Bajo 51 51
Intermedio 46 46
Alto 3 3
Total 100 100
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2. ANÁLISIS DESCRIPTIVO DE 
LA PLATAFORMA MAMMAPRINT®
De los 121 casos analizados con MammaPrint® (tabla 10), 66 fueron de bajo riesgo y 55 de 
alto riesgo Las medias de edad de las pacientes fueron 56 y 57 años, respectivamente. En ambos 
casos, dos tercios de las enfermas eran posmenopáusicas y tampoco hubo diferencia en cuanto a 
la expresión de RP.
Un Ki67 elevado fue más frecuente entre las pacientes con tumores de alto riesgo. Los 
tumores de grado III también predominaron en la población de alto riesgo. La infiltración 
linfovascular estuvo presente en un 10,3% de las pacientes de bajo riesgo y un 15,1% de 
las de alto riesgo.
El 16,7% de las pacientes de bajo riesgo acabaron recibiendo QT adyuvante, frente a un 80% 
de las de alto riesgo (fig. 9).
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Tabla 10. Descriptiva según clasificación del riesgo de MammaPrint®
Variable
Resultado MammaPrint®
Bajo riesgo
(n = 66)
Alto riesgo
(n = 55)
n (%) n (%)
Edad* 56,3 (9,8)33-72
57,1 (8,9)
36-73
Premenopausia  
No 47 (71,2) 41 (74,6)
Sí 19 (28,8) 14 (25,5)
T    
1 53 (81,5) 39 (73,6)
2 12 (18,5) 14 (26,4)
N    
0 54 (84,4) 41 (75,9)
1 10 (15,6) 13 (24,1)
Grado    
I 19 (28,8) 4 (7,3)
II 40 (60,6) 31 (56,4)
III 6 (9,1) 20 (36,4)
RE
Negativo 0 (0) 0 (0)
Positivo 66 (100) 55 (100)
Ki67    
< 20% 53 (82,8) 21 (38,9)
≥ 20% 11 (17,2) 33 (61,1)
RP    
Negativo 10 (15,4) 9 (16,4)
Positivo (< 20%) 7 (10,8) 4 (7,3)
Positivo (≥ 20%) 48 (73,9) 42 (76,4)
ILV    
No 52 (89,7) 45 (84,9)
Sí 6 (10,3) 8 (15,1)
Quimioterapia
No 55 (83,3) 11 (20,0)
Sí 11 (16,7) 44 (80,0)
*Media (de).
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Figura 9. Gráfica representativa de la opción de tratamiento recibido en función del resultado de MammaPrint®.
 
3. ANÁLISIS DESCRIPTIVO DE 
LA PLATAFORMA ONCOTYPE DX®
De las 100 pacientes cuyos tumores se analizaron con Oncotype DX®, solo había tres de alto 
riesgo si se aplicaba el punto de corte clásico > 31 (tabla 9).
Siguiendo el criterio empleado en el ensayo TAILORx82,91, se dicotomizó a la población 
de manera que un índice de 25 o superior definía al grupo de alto riesgo. Quedaron 
14 pacientes.
Las características de las pacientes están representadas en la tabla 11. La media de edad 
fue de 58 años. El 70,6% de bajo riesgo eran posmenopáusicas, y el 78,6%, de las de alto 
riesgo. El 35,7% las pacientes de alto riesgo tenían afectación ganglionar, y el 22,1% de 
las de bajo riesgo.
Los RP fueron negativos en el 28,6% de las de alto riesgo. El grado III estuvo presente en 
el 4,7% de las pacientes de bajo riesgo y en el 7,1% de las de alto riesgo. El Ki67 elevado 
aparecía en el 45,4% del grupo de bajo riesgo y en el 78,6% del de alto riesgo.
RESULTADOS
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Como en la plataforma MammaPrint®, no todas las pacientes recibieron el tratamiento en 
función de los resultados de la prueba génica. En este caso, 7 pacientes (8,1%) de bajo riesgo 
recibieron QT, mientras que 7 (50%) de alto riesgo no la recibieron (fig. 10).
Tabla 11. Descriptiva según clasificación del riesgo de Oncotype DX®
Variable
Resultado Oncotype DX®
Bajo riesgo
(n = 86)
Alto riesgo
(n = 14)
n (%) n (%)
Edad* 57,7 (8,9)38-78
59,2 (9,4)
42-73
Premenopausia  
No 60 (70,6) 11 (78,6)
Sí 25 (29,4) 3 (21,4)
T    
1 72 (83,7) 13 (92,9)
2 14 (16,3) 1 (7,1)
N    
0 67 (77,9) 41 (75,9)
1 19 (22,1) 5 (35,7)
Grado    
I 23 (27,1) 3 (21,4)
II 58 (68,2) 10 (71,4)
III 4 (4,7) 1 (7,1)
RE
Negativo 0 (0) 0 (0)
Positivo 86 (100) 14 (100)
Ki67    
< 20% 47 (54,7) 3 (21,4)
≥ 20% 39 (45,4) 11 (78,6)
RP    
Negativo 4 (4,7) 4 (28,6)
Positivo (< 20%) 9 (10,5) 3 (21,4)
Positivo (≥ 20%) 73 (84,9) 7 (50,0)
Quimioterapia
No 79 (91,9) 7 (50,0)
Sí 7 (8,1) 7 (50,0)
*Media (de).
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Figura 10. Gráfica representativa de la opción de tratamiento recibido en función del resultado de Oncotype DX®.
4. ANÁLISIS DE LA CONCORDANCIA DE 
8-GENE SCORE CON MAMMAPRINT®
El resultado de MammaPrint® y 8-gene Score coincidió en el 51% de los casos (tabla 12).
Cuando MammaPrint® clasificó como bajo riesgo, 8-gene Score coincidió en el 74% de los ca 
sos. Por el contrario, cuando MammaPrint® clasificó como alto riesgo, 8-gene Score coincidió 
solo en el 24% de los casos. El índice kappa es -0,02, lo cual indica que no existe acuerdo en 
la clasificación del riesgo entre los dos test (un valor de 1 indicaría acuerdo total) (tabla 13).
Tabla 12. Concordancia entre MammaPrint® y 8-gene Score
8-gene Score
Bajo riesgo Alto riesgo Total
M
a-
 
m
m
aP
rin
t® Bajo riesgo 49 (74%)
17 
(26%) 66
Alto riesgo 42 (76%)
13 
(24%) 55
Total 91 30 121
Grado de acuerdo Índice kappa
51,24% -0,022
Oncotype DX®
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Tabla 13. Valoración del índice kappa (criterio de Landis y Koch)
Kappa Grado de acuerdo
< 0,00 sin acuerdo
> 0,00-0,20 insignificante
0,21-0,40 discreto
> 0,41-0,60 moderado
0,61-0,80 sustancial
0,81-1,00 casi perfecto
5. ANÁLISIS DE LA CONCORDANCIA 
DE 8-GENE SCORE CON ONCOTYPE DX®
El grado de acuerdo entre Oncotype DX® (dicotomizado en < 25 y ≥ 25) y 8-gene Score 
es del 78% (tabla 14). Es decir, en el 78% de los casos coinciden ambos test ((73+5)/100). 
Cuando el Oncotype DX® clasificó como bajo riesgo, el 8-gene Score coincidió en el 85% de 
los casos, mientras que cuando el Oncotype DX® clasificó como alto riesgo, el 8-gene Score 
solo coincidió en el 36%.
Como sucedía con MammaPrint®, el grado de acuerdo es mayor para categorizar los pacientes de 
bajo riesgo, pero aun así el índice kappa es de 0,184, es decir, no existe concordancia (k < 0,20).
Tabla 14. Concordancia entre Oncotype DX® (dicotomizado en 25) y 8-gene Score
8-gene Score
Bajo riesgo Alto riesgo Total
O
nc
ot
yp
e 
D
X®
Bajo riesgo 73 (85%)
13 
(15%) 86
Alto riesgo 9 (64%)
5 
(36%) 14
Total 82 18 100
Grado de acuerdo Índice kappa
78% 0,184
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La tabla 15 presenta los datos de concordancia cuando se deja el grupo de riesgo intermedio 
de Oncotype DX®. No es posible calcular el índice kappa en este caso porque 8-gene Score 
solo tiene dos categorías.
Tabla 15. Concordancia entre Oncotype DX®y 8-gene Score
8-gene Score
Bajo riesgo Alto riesgo Total
Bajo riesgo
< 18
48 (94%) 3 (6%) 51
Intermedio  
riesgo
18-30
31 (67%) 15 (33%) 46
Alto riesgo
> 30
3 (100%) 0 3
Total 82  18 100
6. ANÁLISIS DE LA CONCORDANCIA DE LOS DATOS 
PRONÓSTICOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS CLÁSICOS 
(T2, N1MIC, RP, GRADO III, ILV Y KI67% > 20%) Y LOS 
PERFILES GÉNICOS: ONCOTYPE DX®, MAMMAPRINT® 
Y 8-GENE SCORE
En las últimas décadas, las pautas del tratamiento adyuvante en el CM se han basado en las 
características tumorales o biomarcadores, también llamados factores pronósticos y predic-
tivos del CM. Los factores pronósticos clásicos que entrañan peor pronóstico son el tamaño 
tumoral y la afectación ganglionar, aunque en las últimas décadas se ha comenzado a prestar 
atención a otros como el grado histológico, Ki67 > 20%138, invasión linfovascular139, ausencia 
de receptores hormonales140 y sobreexpresión de HER2141.
Con todos estos argumentos, se seleccionaron en nuestra serie los factores anatomo-patológi-
cos clínicos de peor pronóstico: tamaño T2, N1, invasión linfovascular, RP negativos, grado III 
y Ki67 > 20% y se asociaron con los resultados de los test génicos para averiguar si algún dato 
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clínico identifica a las pacientes de alto riesgo en las que no estuviera indicada la realización 
del test genómico.
En el análisis univariante, los factores pronósticos clínico-patológicos T, N e ILV no aparecie-
ron asociados con la clasificación del riesgo de ninguno de los test (tabla 16).
Tabla 16. Análisis univariante asociación de factores pronóstico con el riesgo según los test de clasificación
El grado III está asociado a alto riesgo en el test MammaPrint®. El 9% de los pacientes 
que fueron clasificados como bajo riesgo según MammaPrint® tenían grado III, mientras que 
entre las pacientes clasificadas como de alto riesgo, el 36% tenían grado III. Para los test 
Oncotype DX® y 8-Gene no existe asociación.
El Ki67 se asocia a alto riesgo en los test MammaPrint® y Oncotype DX®. En el MammaPrint® 
el 61% de las pacientes con alto riesgo tenían un Ki67 positivo > 20%, mientras que las pa-
cientes con bajo riesgo, tan solo el 17%. En el Oncotype DX®, de los pacientes clasificados con 
Variable
Resultado MammaPrint® Resultado Oncotype DX® Resultado 8-gene Score
Bajo 
riesgo
(n = 66)
Alto 
riesgo
(n = 55)
p-  
valor*
Bajo 
riesgo
(n = 86)
Alto 
riesgo
(n = 14)
p-  
valor*
Bajo 
riesgo
(n = 173)
Alto
 riesgo
(n = 48)
p-  
valor*
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
T    
2 12 (18,5) 14 (26,4) 0,300 14 (16,3) 1 (7,1) 0,375 31 (18,1) 10 (21,3) 0,625
N        
1 10 (15,6) 13 (24,1) 0,248 19 (22,1) 5 (35,7) 0,268 38 (22,2) 9 (19,1) 0,650
Grado        
III 6 (9,1) 20 (36,4) < 0,001 4 (4,7) 1 (7,1) 0,692 24 (14,0) 7 (14,6) 0,900
Ki67        
Positivo ≥20% 11 (17,2) 33 (61,1) < 0,001 39 (45,4) 11 (78,6) 0,021 77 (45,0) 17 (36,2) 0,277
ILV        
Sí 6 (10,3) 8 (15,1) 0,452 - - - 11 (13,3) 3 (10,7) 0,726
RP
Negativa 10 (15,2) 9 (16,4) 0,855 4 (4,7) 4 (28,6) 0,002 22 (12,7) 5 (10,4) 0,667
Positiva 56 (84,8) 46 (83,6) 82 (95,3) 10 (71,4) 151 (87,3) 43 (89,6)
RP positiva
Positiva <20% 7 (12,7) 4 (8,7) 0,517 9 (11,0) 3 (30,0) 0,092 16 (10,6) 7 (16,7) 0,283
Positiva ≥20% 48 (87,3) 42 (91,3) 73 (89,0) 7 (70,0) 135 (89,4) 35 (83,3)
*Test Chi-cuadrado.
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alto riesgo, el 79% tenían Ki67 > 20% y de los clasificados en bajo riesgo, el 45%. El Ki67 no 
se asocia con el resultado del test 8-gene Score.
Los RP negativos se asociaron a alto riesgo en el test Oncotype DX®. El 28,6% de las pacientes 
de alto riesgo tenían RP negativos, frente a tan solo el 4,7% de las de bajo riesgo. Para los test 
MammaPrint® y 8-gene Score no existe asociación. Estableciendo un punto de corte del 20% 
para la positividad de los RP, se analizó si había asociación ente el porcentaje de positividad 
y la clasificación de riesgo. No se ha encontrado asociación estadísticamente significativa con 
ningún test, pero se observa que tanto en el Oncotype DX® como en el 8 gene-Score hay mayor 
porcentaje de pacientes clasificados en alto riesgo cuando el RP es < 20%.
7. CORRELACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE RE, RP 
Y HER2 MEDIANTE IHQ Y EXPRESIÓN GÉNICA 
DE MAMMAPRINT® Y ONCOTYPE DX®
7.1 Correlación de la expresión de RE, RP y HER2 mediante IHQ y ex-
presión génica de MammaPrint®
1. El grado de acuerdo para los resultados de RE fue del 100%. Todas las pacientes tenían RE 
positivo tanto en IHQ como en la expresión génica de MammaPrint®.
2. En el caso de la expresión de RP, la concordancia fue un poco inferior, como muestra la 
tabla 17. MammaPrint® dio como positivos el 95% de los detectados como positivos por IHQ, 
pero también un 37% de los que la IHQ dio como negativos.
El grado de acuerdo fue del 90,08% con un índice kappa de 0,61.
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Tabla 17. Concordancia RP resultados anatomo-clínicos vs. MammaPrint®
MammaPrint®
RP negativo RP positivo Total
An
at
o-
m
o 
-c
lí-
ni
co
s RP negativo 12 (63%) 7 (37%) 19
RP positivo 5 (5%) 97 (95%) 102
Total 17(14,1%) 104 (85,9%) 121
Grado de acuerdo Índice kappa
90,08% 0,61
1. La concordancia de HER2 fue muy alta (tabla 18), en el 97,5% fueron en ambos ne-
gativos. Tan solo en tres pacientes (2,5%) se obtuvo un resultado positivo mediante la 
expresión de génica MammaPrint® con negatividad para IHQ.
Tabla 18. Concordancia HER2 resultados anatomo-clínicos vs. MammaPrint®
MammaPrint®
Negativo Positivo Total
A
na
-
to
m
o 
-c
lín
ic
os
 
H
ER
2 HER2 Negativo 118 (97,5%) 3 (2,5%) 121
HER2 Positivo 0 0 0
Total 118 3 121
Grado de acuerdo Índice kappa
97,52% -
7.2 Correlación de la expresión de RE, RP y HER2 mediante IHQ y 
expresión génica de Oncotype DX®
1. El grado de acuerdo para los resultados de RE fue del 100%. Todas las pacientes tenían 
RE positivo tanto en IHQ como en la expresión génica de Oncotype DX®.
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2. En el caso de la expresión de RP, la concordancia fue del 92%. Hubo ocho casos posi-
tivos por expresión génica y negativos mediante IHQ (tabla 19).
Tabla 19. Concordancia RP resultados anatomo-clínicos vs. Oncotype DX®
Oncotype DX® 
Negativo Positivo Total
A
na
-
to
m
o 
-c
lín
i-
co
s 
RP RP Negativo 0 8 (100%) 8
RP Positivo 0 92 (100%) 92
Total 0 100 100
Grado de acuerdo Índice kappa
92,00% -
3. El grado de acuerdo en cuanto a los resultados de HER2 fue del 100%. Todas las pa-
cientes tenían HER2 negativo.
8. PORCENTAJE DEL CAMBIO DE LA DECISIÓN DE LA 
ACTITUD TERAPÉUTICA ENTRE LOS FACTORES CLÍ-
NICO-PATOLÓGICOS CLÁSICOS Y MAMMAPRINT® Y 
ONCOTYPE DX®
8.1 Análisis global
Antes de conocer el resultado del test genómico y con base en los factores clínico-patológicos 
clásicos, de los 221 casos, los oncólogos recomendaron un tratamiento combinado de QT-HT 
a 101 pacientes (45,7%) y HT exclusiva a las 120 pacientes restantes (54,3%), según muestra 
la tabla 20 y la figura 11.
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Tabla 20. Decisión terapéutica previa a la realización del test
Quimioterapia Hormona
Decisión terapéutica 101 (45,7%) 120 (54,3%)
Figura 11. Decisión global terapéutica previa a la realización del test.
Tras la realización del MammaPrint® (HRyC y HULP) y el Oncotype DX® (HBAS) se cambió 
la decisión terapéutica en 70 pacientes (32%) (fig. 12). De estos 70 cambios, en 19 casos no 
estaba prevista la QT y se decidió administrar, y en 51 casos estaba prevista la QT y se decidió 
evitar y administrar solo hormonas (tabla 21 y figs. 12 y 13).
Tabla 21. Cambio de decisión global según terapia prevista
Cambio decisión
No Sí Decisión inicial Decisión final
D
ec
i-
si
ón
 
te
ra
-
pé
ut
i-
ca
Hormonas 101 (84%) 19 (16%) 120 (54%) 152 (68%)
Quimioterapia 50 (50%) 51 (50%) 101 (46%) 69 (32%)
Total 151 (68%) 70 (32%) 221 221
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Figura 12. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras perfil génico.
Figura 13. Cambio de decisión global según terapia prevista.
 
8.2 Análisis del grupo de pacientes a las que se solicitó Oncotype DX®
Antes de conocer el valor del RS los oncólogos médicos recomendaron QT-HT a 27 de las 100 
pacientes con Oncotype DX® y HT a las 73 pacientes restantes (tabla 22 y fig. 14).
Tabla 22. Cambio de decisión según terapia prevista y test OncoType DX®
Cambio decisión
Oncotype DX®
No Sí Decisión inicial
Decisión 
final
D
ec
i-
si
ón
 
te
ra
-
pé
ut
i-
ca
Hormona 72 (85%) 1 (7%) 73 (73%) 86 (86%)
Quimioterapia 13 (15%) 14 (93%) 27 (27%) 14 (14%)
Total 85 (85%) 15 (15%) 100 100
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Figura 14. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras Oncotype DX®.
De las 85 pacientes en las que no se cambió la decisión, en 72 se había resuelto inicialmente 
HT, y en 13, QT-HT. De las 73 pacientes que en un principio iban a recibir hormonas, una aca-
bó percibiendo también QT, mientras que de las 27 que iban a recibir QT-HT, 14 finalmente 
solo tuvieron hormona (fig. 15).
Figura 15. Cambio de decisión según terapia prevista con Oncotype DX®.
8.2.1 Análisis del grupo de pacientes Oncotype DX® 
de bajo riesgo
Si analizamos los cambios de decisión en función de los resultados de bajo riesgo 
(tabla 23), observamos que a 21 de estas 86 pacientes se les iba a administrar QT, pero en 14 
casos (66,7%), tras el resultado del Oncotype DX®, se cambió la resolución, como muestra la 
figura 16. Por tanto, hubo una reducción de tratamientos de QT del 25 al 8% y un aumento 
de la HT como tratamiento único del 75 al 92%.
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Tabla 23. Cambio de decisión según terapia prevista y test Oncotype DX® < 25
Cambio decisión
Oncotype DX®< 25 Decisión 
inicial
Decisión 
final
No Sí
Q
T 
pr
e-
vi
s- ta
NO 65 (100%) 0 (0%) 65 (75%) 79 (92%)
SÍ 7 (33,3%) 14 (66,6%) 21 (25%) 7 (8%)
Total 72 (83,7%) 14 (16,2%) 86 86
Figura 16. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras OncoType DX® < 25.
8.2.2 Análisis del grupo de pacientes Oncotype Dx® 
de alto riesgo
De las 14 pacientes de alto riesgo, a 6 se les había previsto QT. De las 8 restantes, solo se cam-
bió la decisión en un caso (12,5%) (tabla 24 y fig. 17).
En este subgrupo de pacientes, el cambio de decisión terapéutica fue menor, con una diferencia 
del 7%.
Tabla 24. Cambio de decisión según terapia prevista y test Oncotype DX® > 25
Cambio decisión
Oncotype DX® > 25 Decisión 
inicial
Decisión 
final
No Sí
Q
T 
pr
ev
is
-
ta
NO 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (57%) 7 (50%)
SÍ 6 (100%) 0 (0%) 6 (43%) 7 (50%)
Total 13 (92,8%) 1 (7,2%) 14 14
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Figura 17. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras Oncotype DX® > 25.
8.2.3 Análisis del grupo de pacientes Oncotype Dx® global
De forma global, estas recomendaciones habrían supuesto tratar con QT-HT a 14 de las 
86 pacientes del grupo de bajo riesgo (16%) y a 13 de las 14 de las de alto riesgo (93%) (fig. 18).
Figura 18. Decisión inicial en las pacientes a las que se realizó Oncotype DX®.
Sin embargo, tras conocer el resultado del test se pasó de QT-HT a HT sola en 14 casos y hubo 
uno que pasó de hormona sola al tratamiento combinado, como se mostró previamente en la 
figura 15.
Las recomendaciones de tratamiento indicadas tras la realización de Oncotype DX® casi resul-
taron coherentes con el resultado del test: se recomendó QT-HT al total de las tres (100%) pa-
cientes del grupo de alto riesgo ≥ 31. De las 11 pacientes de riesgo intermedio, solo a 4 (36%) 
Oncotype DX®
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se les administró finalmente QT, todas ellas con un RS > 25. Las 7 pacientes restantes del grupo 
intermedio (64%) no recibieron QT, a pesar de que también el RS era > 25 (tabla 25).
Tabla 25. Recomendación de tratamiento final tras Oncotype DX® > 25
Por otra parte, tan solo a 7 pacientes (8%) del grupo de bajo riesgo (RS < 25) se les administró 
QT, y una de ellas tenía un RS < 18 (tabla 26).
Tabla 26. Recomendación de QT final tras Oncotype DX® < 25
La HT se recomendó a 79 pacientes (92%) del grupo de bajo riesgo y a 7 (50%) de las pacien-
tes del grupo de alto riesgo con RS ≥ 25. Estas 7 pacientes eran del grupo intermedio y ninguna 
tenía RS ≥ 31 (fig. 19).
Pacientes RS > 25
> 25 <18/18-30/≥3 RS QT prevista Cambio de decisión
Alto riesgo Alto 42 Sí No
Alto riesgo Alto 47 Sí No
Alto riesgo Intermedio 30 No No
Alto riesgo Intermedio 27 No No
Alto riesgo Intermedio 27 No No
Alto riesgo Intermedio 27 No No
Alto riesgo Intermedio 27 No No
Alto riesgo Intermedio 31 Sí No
Alto riesgo Alto 33 Sí No
Alto riesgo Intermedio 26 Sí No
Alto riesgo Intermedio 30 No No
Alto riesgo Intermedio 26 No No
Alto riesgo Intermedio 25 Sí No
Alto riesgo Intermedio 28 No Sí
Pacientes RS < 25
< 25 <18/18-30/≥3 RS QT prevista Cambio de decisión Se dio finalmente
Bajo riesgo Intermedio 18 Sí No Sí
Bajo riesgo Intermedio 20 Sí No Sí
Bajo riesgo Bajo 14 Sí No Sí
Bajo riesgo Intermedio 24 Sí No Sí
Bajo riesgo Intermedio 24 Sí No Sí
Bajo riesgo Intermedio 24 Sí No Sí
Bajo riesgo Intermedio 23 Sí No Sí
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Figura 19. Tratamientos pautados definitivamente, en función de resultados de Oncotype DX® y variables clínicas.
8.3 Análisis del grupo de pacientes a las que se solicitó 
MamaPrint®
Tras conocer el resultado de MammaPrint®, la decisión de tratamiento se modificó en 
55 (45%) de las 121 pacientes. De los 55 cambios de decisión, en 37 enfermas (67%) este fue de 
QT-HT a HT sola, y en las 18 enfermas (33%) restantes, lo contrario (tabla 27 y figs. 20 y 21).
Hubo 66 pacientes (55%) en las cuales no hubo cambios: 29 (44%) recibieron HT y 37 (56%) 
también QT (tabla 27). 
Cambio decisión
MammaPrint®
No Sí Decisión inicial Decisión final
D
ec
is
ió
n 
te
ra
pé
u-
tic
a Hormona 29 (44%) 18 (33%) 47 (39%) 66 (55%)
Quimioterapia 37 (56%) 37 (67%) 74 (61%) 55 (45%)
Total 66 (55%) 55 (45%) 121 121
Tabla 27. Cambio de decisión según terapia prevista y test MammaPrint®
Oncotype DX®
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Figura 20. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras MammaPrint®.
Figura 21. Cambio de decisión según terapia prevista con MammaPrint®.
8.3.1 Análisis del grupo de pacientes MammaPrint® de bajo riesgo
En el caso de las 66 pacientes clasificadas por MammaPrint® como bajo riesgo, hubo 28 a 
las que se les había previsto QT. Tras el resultado del MammaPrint® se cambió la decisión en 
26 casos (92,9%). Además, de las 38 pacientes en las que no estaba prevista QT, hubo 9 pa-
cientes (23,7%) en las que se cambió la decisión y se administró QT a pesar del resultado del 
test genómico (tabla 28).
Hubo un cambio de decisión terapéutica en el sentido de que la HT sola subió del 58 al 83% 
y la QT se redujo del 42 al 17% (fig. 22).
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Tabla 28. Cambio de decisión según terapia prevista y test MammaPrint® de bajo riesgo
Cambio decisión
MammaPrint® de bajo 
riesgo 
No Sí Decisión inicial
Decisión 
final
Q
T 
pr
ev
is
-
ta
NO 29 (76,3%) 9 (23,7%) 38 (58%) 55 (83%)
SÍ 2 (7,1%) 26 (92,9%) 28 (42%) 11 (17%)
Total 31 (46,9%) 35 (53,1%) 66 66 
Figura 22. Cambio de decisión en MammaPrint® de bajo riesgo.
8.3.2 Análisis del grupo de pacientes MammaPrint® de alto riesgo
Hubo 55 pacientes de alto riesgo por MammaPrint®. De estas, a 46 se les había previsto QT. 
En el caso de las 9 restantes (100%), se cambió la decisión (tabla 29).
Tabla 29. Cambio de decisión según terapia prevista y test MammaPrint@ de alto riesgo
 
Cambio decisión
MammaPrint® de alto 
riesgo
No Sí Decisión inicial
Decisión 
final
Q
T 
pr
e-
vi
st
a NO 0 (0%) 9 (100%) 9 (16%) 11 (20%)
SÍ 35 (76,1%) 11 (23,9%) 46 (84%) 44 (80%)
Total 35 (66,6%) 20 (36,4%) 55 55
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Al igual que ocurrió en las pacientes de Oncotype DX® de alto riesgo, el cambio de decisión 
terapéutica en el grupo de MammaPrint® de alto riesgo fue menor, habiendo una reducción en 
el uso de QT de tan solo un 4% (fig. 23).
Figura 23. Cambio de decisión en MammaPrint® de alto riesgo.
8.3.3 Análisis del grupo de pacientes MammaPrint® global 
Las variaciones más importantes acaecidas tuvieron lugar en el grupo de bajo riesgo, ya que 
en 35 de las 66 pacientes (53,1%) se modificó la decisión. En el grupo de alto riesgo se cambió 
la recomendación de tratamiento a 20 de las pacientes (36,4 %), sugiriendo QT-HT a aquellas 
que se había previsto HT sola (9 pacientes). Sin embargo, 11 pacientes de alto riesgo finalmen-
te solo recibieron hormona.
En la figura 24 se muestra el cambio de decisión teniendo en cuenta la indicación previa con 
los datos anatomo-patológicos clásicos y la decisión del oncólogo, desglosados por grupos 
de riesgo.
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Figura 24. Decisión inicial y final en MammaPrint® desglosada en bajo y alto riesgo.
9. PORCENTAJE DEL CAMBIO DE LA DECISIÓN DE LA 
ACTITUD TERAPÉUTICA CON 8-GENE SCORE RESPEC-
TO AL RESTO DE PLATAFORMAS
Al disponer de la intención terapéutica previa al test genómico, se decidió estimar el porcentaje de 
cambio de decisión que se asociaría al empleo del 8-gene Score y dando por supuesto que en todos 
los casos se seguiría la recomendación indicada por el resultado de esta prueba (tabla 30 y fig. 25).
Con esta premisa, se produjo un cambio de decisión en 113 pacientes (51%). En 30 casos 
(25%), se pasó de hormona sola a QT-HT, y en 83 pacientes (82%), se evitó la QT (fig. 26).
Esta variación en la decisión es superior a la de MammaPrint® (HRyC y HULP) y Oncotype DX® 
(HBAS), que modificaron su decisión terapéutica en 70 pacientes (32%). De estas 70, en 19 casos 
(16%) no estaba prevista la QT y se decidió administrar, y en 51 casos (50%) en que sí estaba 
prevista, finalmente se evitó.
En el caso de haber aplicado 8-gene Score, la reducción del tratamiento de QT hubiera sido 
mayor (38 vs. 23%) con el incremento del paso de HT a QT-HT (13 vs. 9%) (fig. 26, en com-
paración con fig. 14).
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Tabla 30. Cambio de decisión según terapia prevista y test 8-gene Score
Cambio decisión  
8-gene Score
No Sí Decisión inicial Decisión final
D
ec
is
ió
n 
te
ra
pé
ut
ic
a
Hormonas 90 (75%) 30 (25%) 120 (54%) 173 (78%)
Quimioterapia 18 (18%) 83 (82%) 101 (46%) 48 (22%)
Total 108 (49%) 113 (51%) 221 221
Figura 25. Decisión de tratamiento previsto y decisión final tras 8 gene-Score.
Figura 26. Cambio de decisión según terapia prevista con 8-gene Score.
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El CM es una enfermedad heterogénea, que agrupa pacientes con pronósticos muy diferen-
ciados desde el momento de su diagnóstico. Siguen vigentes los factores pronósticos clínicos y 
patológicos clásicos para decidir el tratamiento complementario a la cirugía, pero su utilidad 
es limitada. Los perfiles de expresión génica han venido a complementar la información pro-
porcionada por los factores clásicos para identificar mejor a las pacientes subsidiarias de un 
tratamiento quimioterápico adyuvante.
En este trabajo hemos analizado la concordancia de los dos principales perfiles génicos publica-
dos, MammaPrint® y Oncotype DX®, con un perfil desarrollado por el grupo de investigación 
del HULP, 8-gene Score. Dado que los trabajos previamente publicados sobre comparación 
entre plataformas han comunicado tasas elevadas de discordancia, planteamos la hipótesis 
de que la concordancia aumentaría seleccionando una población uniforme de pacientes y em-
pleando siempre el mismo tipo de muestra.
La hipótesis de trabajo no se pudo confirmar. Durante la discusión se analizarán las posibles 
causas de la falta de concordancia, revisando las características de los perfiles génicos estudia-
dos para discutir los resultados obtenidos.
DISCUSIÓN
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1. ANÁLISIS DE CONCORDANCIA
 
El objetivo inicial de esta investigación que fue el estudio de concordancia entre el 8-gene Score 
y otros test moleculares comerciales ha sido negativo. El grado de acuerdo con MammaPrint® 
fue del 51% y con Oncotype DX® (dicotomizado en < 25 y ≥ 25) del 78%, pero ambos con un 
índice kappa de -0.02, lo cual indica que no existe acuerdo en la clasificación. En los siguientes 
apartados iremos analizando las posibles causas de ello.
1.1 Población de estudio
A la hora de diseñar este trabajo, se decidió incluir retrospectivamente a pacientes con CM 
precoz estadio I o II según la clasificación TNM del año 2002, con RE y/o RP positivos y 
HER2 negativo. En todos los casos se había solicitado un perfil génico dentro de la práctica 
habitual de cada centro y se cumplían todos los criterios de inclusión y ninguno de exclusión.
Cabe destacar que la población de pacientes a la que van enfocados estos test es distinta. On-
cotype DX® está destinado para su uso en mujeres diagnosticadas de CM estadio I/II, HER2 
negativo, con RE positivos y sin invasión ganglionar o con 1 a 3 ganglios positivos87,88,90,142,143. 
MammaPrint®, por su parte, está aprobado para su utilización en mujeres con CM de tamaño 
< 5 cm, estadio I/II, con HER2 y RE tanto positivos como negativos y sin invasión ganglion-
ar80,81,84,85,123,144,145. Las características clínicas de todas las pacientes incluidas en nuestra serie 
se ajustan más a las del test genómico Oncotype DX®, si tenemos en cuenta que la recomen-
dación actual de tratamiento adyuvante en pacientes con tumores HER2+ o con RE- es la QT.
La solicitud de las plataformas no solo se ajusta a las guías nacionales e internacionales8,146-148, 
sino a la práctica asistencial en el territorio español, por lo que podemos asegurar que nuestra 
población es homogénea, adecuada y ceñida a la indicación prevista, a diferencia de otros es-
tudios. Por tanto, descartamos que esta fuera la causa de la discordancia.
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1.2 Diferencias entre los test genómicos Oncotype DX®, 
MammaPrint® y 8-gene Score: tipo y número de genes de estudio 
y técnica utilizada
Las plataformas genómicas Oncotype DX® y MammaPrint® han sido diseñadas con un mismo 
objetivo: estimar el riesgo de recaída a distancia del CM inicial en estadio precoz. Aun así, 
existen algunas diferencias.
En lo referente a la técnica, Oncotype DX® analiza la expresión de 21 genes (16 genes 
relacionados con el cáncer y 5 de referencia) mediante la tecnología RT-PCR. MammaPrint® 
analiza la expresión de 70 genes relacionados con el cáncer mediante microarrays. Ambas 
pruebas solo tienen en común la expresión de un gen (SCUBE2) como muestra la figura 27149. 
Aunque esto pueda parecer sorprendente, se ha señalado que las distintas plataformas terminan 
analizando un gran número de variables altamente correlacionadas, es decir, atienden en las 
mismas vías y procesos biológicos10. La selección de distintas combinaciones de estas variables 
puede utilizarse para elaborar modelos de predicción muy similares.
Figura 27. Genes analizados por el test genómico Oncotype DX® (en azul) y MammaPrint® (en verde). En rojo, 
el gen SCUBE2 común a ambas plataformas genómicas.
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En cuanto a las muestras necesarias para el análisis genético, Oncotype DX® utilizó tejido 
FFPE, mientras que MammaPrint® fue inicialmente validado para muestras de tejido tumoral 
en fresco. Las limitaciones que en la práctica clínica habitual conlleva la necesidad de disponer 
de tejido tumoral fresco han conducido al desarrollo del test genómico MammaPrint® en 
FFPE. Un estudio llevado a cabo por científicos de la universidad de Turín demostró que 
MammaPrint®-FFPE tiene un desempeño muy similar a MammaPrint®-Fresh con una precisión 
del 97,3% y una reproducibilidad del 97,8%137.
En lo referente a la cantidad de muestra necesaria para la realización del test genómico, 
Oncotype DX® precisa de entre 35 a 65 μm de tejido tumoral, mientras que para la 
realización de MammaPrint® la muestra debe contener al menos un 30% de células 
tumorales infiltrantes.
El 8-gene Score analiza la expresión génica por RT-qPCR sobre tejido FFPE, donde analiza tan 
solo ocho genes, de los cuales están todos presentes en el perfil genómico de MammaPrint® y 
solo uno de ellos (SCUBE2) coincide con Oncotype DX®. Este perfil demostró su capacidad 
pronóstica mediante una validación interna, así como una validación externa (en cuatro bases 
de datos independientes). Además, se ha comparado la capacidad predictiva del perfil de 
8 genes con varios perfiles comerciales101-103.
En nuestro estudio, 8-gene Score se determinó sobre la misma muestra de parafina donde se 
había realizado el test génico comercializado, por lo cual eliminamos la posible variabilidad 
intratumoral y la heterogeneidad neoplásica.
En cuanto al tipo de genes, MammaPrint® contiene no solo los genes de 8-gene Score, sino 
muchos más, alguno de los cuales podría ser crítico para determinar el pronóstico. Pero 
en tal caso es poco probable que 8-gene Score hubiera superado el proceso de validación 
interna, como después expondremos más explícitamente101-103. De todas maneras, y como ya 
se ha señalado, las diferencias en los genes incluidos no bastan para deducir que un perfil sea 
superior a otro.
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MammaPrint® y el Oncotype DX® coinciden en un único gen y ambos han demostrado de forma 
sobrada su capacidad pronóstica de forma independiente. La razón estriba en que cada sonda 
genética específica tiene diferentes rendimientos en las diversas plataformas de ensayo y, por 
lo tanto, un gen que se desempeña bien en el formato de microarrays puede no funcionar bien 
en un formato RT-PCR, y viceversa. Dado que muchos genes son pronósticos, en el algoritmo 
final de cada plataforma se incluyen solo los que tienen mayor capacidad predictiva cuando 
trabajan juntos, es decir, formando parte de un perfil. Un trabajo ya clásico demostraba que, 
siempre que se dispusiera del número suficiente de genes, podían llegar a elaborarse modelos 
pronósticos similares con diferentes genes150.
Las técnicas utilizadas son comunes para el test 8 gene-Score y Oncotype®, basado en la técnica 
de PCR. MammaPrint® usa la tecnología de microarrays, perfectamente validada, por lo que 
esta diferencia tecnológica tampoco justica la falta de acuerdo.
1.3. Revisión de validación de los diferentes test génicos
1.3.1 Oncotype DX®
El primer estudio de validación clínica del test genómico Oncotype DX® fue retrospectivo en in-
cluyó a 668 mujeres con CM con ganglios negativos y RE positivos, tratadas con tamoxifeno en 
el ensayo clínico B-14 del National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Proyect. Se demostró que el 
porcentaje de pacientes libres de recurrencia a distancia a los diez años de la cirugía era superior en 
el grupo de bajo riesgo establecido por Oncotype DX®, como se muestra en la tabla 3187.
Tabla 31. Tabla de recurrencia a distancia según RS en estudio de validación Oncotype DX®87
Categoría del riesgo % Pacientes Tasa de recurrencia 10 años
< 18 51 6,8 (4,0-9,6)
18-30 22 4,3 (8,3-20,3)
≥ 31 27 30,5 (23,6-37,4)
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Existen diferencias respecto a nuestro trabajo. Si bien en ambos casos el 51% de las pacientes 
tenían bajo riesgo, en el estudio de validación el grupo de alto riesgo supuso un 27%, frente a 
solo un 3% en nuestra serie (el resto de las enfermas pertenecen al grupo de riesgo intermedio). 
Por otra parte, en el estudio de validación un 62% de los tumores tenía un tamaño ≤ 2 cm, 
frente a un 85% en nuestra investigación. Esto último probablemente refleje la tendencia ac-
tual de diagnóstico del CM en estadios cada vez más precoces gracias al éxito de los programas 
de cribado. Además, el hecho de que la mayoría de los tumores analizados se correspondan con 
un estadio pT1 está en consonancia con la idea de que debido a la heterogeneidad del CM, el 
riesgo de recaída de tumores de pequeño tamaño no debe despreciarse151.
El único estudio prospectivo de la plataforma Oncotype DX® es el ensayo fase III TAILORx91. 
Este incluye a pacientes con CM HER2 negativo con receptores hormonales positivos y sin 
afectación de los ganglios axilares, tratadas de manera uniforme, y pretende identificar a pa-
cientes en las que se puede prescindir de manera segura de la QT adyuvante. Solo se han comu-
nicado los resultados en el caso del grupo de riesgo bajo: el 99% de las mujeres con resultados 
bajos de Oncotype DX® Recurrence Score® se encuentran sin recidiva del CM tras cinco años 
de recibir únicamente terapia hormonal. Para minimizar el riesgo de infratratamiento, los in-
vestigadores modificaron los puntos de corte originales, de modo que el grupo de bajo riesgo 
quedaba definido por un RS ≤ 10 (< 18 en la definición original), el intermedio por RS 11-24 
(18-30 originalmente) y el alto por RS ≥ 25 (≥ 31) 14.
Si adaptamos estos puntos de corte a nuestra serie, encontramos que en el EC TAILORx los 
porcentajes de riesgo bajo, intermedio y alto eran de 34, 59 y 7%, respectivamente, frente a 
22, 64 y 14% en nuestra serie. Otra diferencia es que en el ensayo TAILORx no se admitían 
pacientes con ganglios positivos, que suponían el 24% de nuestras pacientes.
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1.3.2 MammaPrint®
El estudio de validación clínica del test genómico MammaPrint® se realizó en una muestra 
retrospectiva de 295 mujeres con edad ≤ 53 años, tumores de < 5 cm con RE y ganglios 
tanto positivos (48%) como negativos (42%) y tratadas de manera heterogénea80. La tabla 32 
muestra las tasas de recaída por grupo de riesgo.
Tabla 32. Tabla de recurrencia a distancia según RS en estudio de validación MammaPrint®80
MammaPrint®
MammaPrint® Pacientes Tasa de recurrencia 10 años
Bajo riesgo 180 94,5 ± 28%
Alto riesgo 115 54,6 ± 44%
Se trata, por tanto, de una población muy distinta a la nuestra. Sí coinciden en que los 
tumores tenían un tamaño < 5 cm y, aunque la mayoría de las enfermas no presentaba 
afectación ganglionar al diagnóstico, se hallaron micrometástasis en el 19% de los casos. 
Nuestra muestra incluye a mujeres diagnosticadas de carcinoma ductal infiltrante de 
mama, estadios I-II, con receptores hormonales positivos y que han recibido un tratamiento 
adecuado para la enfermedad neoplásica. El rango de edad osciló entre 33 y 73 años, con 
una mediana de 57 años, que coincide con la mediana de edad de diagnóstico del CM en 
la población general.
También existen diferencias importantes en lo referente al tratamiento adyuvante 
administrado. Mientras que en el estudio holandés únicamente un 3% de las pacientes sin 
afectación ganglionar recibieron QT, en nuestro trabajo lo hicieron un 40%. Así mismo, en 
el estudio holandés, de entre todas las pacientes con receptores hormonales positivos, solo 
un 17% recibieron HT adyuvante, mientras que en nuestra población lo recibieron todas las 
pacientes. Por lo tanto, parece evidente que las pacientes del estudio holandés recibieron un 
tratamiento subóptimo.
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La tabla 33 muestra la asignación de grupo de riesgo en ambos trabajos.
Tabla 33. Diferencias de resultados de buen y mal pronóstico de MammaPrint® entre el estudio de validación80 
y nuestra serie
  Estudio de validación Muestra serie
Buen pronóstico 61% 55%
Mal pronóstico 39% 45%
1.3.3 8-gene Score
El estudio de validación interno de 8-gene Score se realizó de manera retrospectiva sobre 
153 pacientes diagnosticadas entre 1996 y 2002 de un carcinoma de mama ductal infiltrante 
en un único centro (HULP), estadio I o II anatomo-patológico según la clasificación TNM de 
2002, receptores hormonales positivos y con un tratamiento que sigue el estándar actual en 
cuanto a cirugía, radioterapia adyuvante y tratamiento hormonal. El seguimiento clínico fue < 
60 meses (excepto en casos de recidiva precoz).
Se analizó la asociación entre la expresión génica, las variables clínicas y la supervivencia libre 
de metástasis a distancia utilizando modelos de regresión de Cox. La supervivencia libre de 
metástasis a los cinco años fue del 97% para las pacientes de bajo riesgo, frente al 60% para 
las de alto riesgo. El 8-gene Score obtuvo un factor estadísticamente significativo en el análisis 
multivariante, y su desempeño fue similar al de dos perfiles de genes validados: la firma de 
70 genes y el Recurrence Score®. La validez de la firma se verificó en cohortes independientes 
obtenidas de la base de datos GEO103.
Respecto a nuestra serie, aunque la mediana de edad fue similar y todas las pacientes habían 
recibido HT adyuvante, en el trabajo de validación de 8-gene Score hubo más tumores con 
tamaño > 2 cm (50% frente 19%), con afectación ganglionar (38% frente a 21%) y con grado III 
(38% frente a 14%). Asimismo, la otra serie pudo incluir afectación ganglionar macroscópica, 
mientras que en la nuestra solo se admitieron micrometástasis.
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Además, existen diferencias importantes en lo referente al tratamiento adyuvante administrado. 
Mientras que en el estudio 8-gene Score recibieron QT el 64% y dentro de este, un 27% con 
esquema de ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracilo (apropiado en esa época), en nuestro 
estudio lo hicieron un 31% de los casos, siendo todos ellos esquemas basados en antraciclinas 
y taxanos. Debido a estas limitaciones y al hecho de tratarse de una serie retrospectiva, los 
autores del trabajo indicaron que no se trataba de una validación formal, sino de un desarrollo 
inicial que precisaba de estudios de validación adecuados.
1.4 Falta de concordancia en nuestro trabajo y otros estudios de con-
cordancia con MammaPrint® y Oncotype DX®
Cuando analizamos la concordancia entre los dos test genéticos comercializados y 8-gene 
Score, observamos que no hay acuerdo (índice kappa de -0.02).
En el caso de MammaPrint®, si comparamos los datos en términos absolutos, la coincidencia 
es de un 51% de los casos. El grupo de bajo riesgo del 8-gene Score coincidió en el 74% de los 
casos, pero el de alto riesgo en el 24%. En el caso de Oncotype DX®, la dificultad fue mayor, 
ya que se dicotomizó con un punto de corte de 25 basado en el ensayo TAILORx91 para 
poder valorar la concordancia con 8-gene Score. Tampoco hubo concordancia (índice kappa 
de 0,184): se observó coincidencia en el 85% de los casos de bajo riesgo 8-gene Score, pero 
solo en un 36% de los de alto riesgo.
Esto significa que el 8-gene Score identifica de forma adecuada a las pacientes de bajo riesgo, 
pero que clasifica también como de bajo riesgo a aquellas que los perfiles comercializados 
definen como de alto riesgo. Si asumimos la validez de los perfiles comerciales, este último grupo 
recibiría un infratratamiento, es decir, que no percibirían una QT adyuvante recomendable.
Hay pocos datos de comparación de la información pronóstica proporcionada por diferentes 
perfiles genómicos. Varios trabajos sugieren que la información facilitada es ampliamente 
equivalente para la población de mujeres con RH positivos133,134,152-156. El estudio OPTIMA132 
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comparó la estratificación de riesgo predeterminada y la clasificación de subtipo de diferentes 
pruebas génicas realizadas en la misma población. Se incluyeron 313 mujeres mayores de 
40 años, bien con tumores < 3 cm y 1 a 9 con ganglios positivos, bien con tumores > 3 cm 
con ganglios negativos, en todos los casos RE+, HE2-. Las pacientes fueron asignadas al azar 
al tratamiento convencional (QT y terapia endocrina) o tratamiento dirigido por un perfil 
génico (QT si Oncotype DX® RS > 25). La estratificación del riesgo también se determinó con 
Prosigna® (PAM50), MammaPrint®, MammaTyper®, NexCourse BreastTM (IHC4-AQUA®) e 
IHC4 convencional (IHC4).
Los resultados fueron muy equiparables a nuestro estudio, ya que Oncotype DX® clasificó 
como de bajo riesgo al 82,1% de los tumores, frente al 86% en nuestra serie. El porcentaje 
de bajo riesgo con las diferentes plataformas fue: Prosigna® 65,5%; IHC4 72,0%; NexCourse 
BreastTM 61,6% y MammaPrint® 61,4% (algo más que en nuestra serie, que fue del 55%). De 
la misma manera que sucede en nuestra serie, hubo mayor acuerdo entre plataformas a la hora 
de identificar a la población de bajo riesgo.
Aunque el estudio es criticable por la población elegida, sirve para reflejar la falta de concordancia 
entre los distintos test relacionados con el pronóstico. De todo ello puede deducirse que los 
perfiles disponibles comercialmente no son comparables entre sí en cuanto a resultados. No 
cabe duda de que proporcionan información sobre el pronóstico, pero este depende de otros 
factores, de manera que suponen solo una ayuda para tomar una decisión terapéutica.
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2. ASOCIACIÓN DE LOS PARÁMETROS CLÍNICO-PATO-
LÓGICOS CLÁSICOS (T2, N1MIC, GRADO III, ILV, RP Y 
KI67% > 20%) Y LOS PERFILES GÉNICOS CON LA PRO-
BABILIDAD DE CAMBIO DE TRATAMIENTO TRAS EL 
TEST GENÓMICO
Muchos estudios han analizado la correlación existente entre los factores clínico-patológicos 
clásicos y el resultado de los perfiles génicos. La mayoría de los estudios concluyen que el 
índice de proliferación Ki67 elevado y la baja expresión del RP se asocian con un resultado de 
alto riesgo de recaída51,108,138,140,157.
Decidimos analizar la asociación entre los parámetros clínico-patológicos clásicos y la 
probabilidad de cambio en la recomendación de tratamiento tras la realización del test 
genómico. A partir de estos resultados se podrían identificar factores predictores del cambio 
en la estrategia terapéutica, con el fin de optimizar la selección de las pacientes candidatas a la 
realización de un test genómico reduciendo, de esta forma, los gastos asociados a la realización 
de este tipo de pruebas.
En este apartado, los resultados de nuestro trabajo son similares a los descritos en los 
estudios anteriores. Los factores clínico-patológicos que mejor predicen el cambio en la 
recomendación de tratamiento tras la realización del test genómico son: el grado tumoral, el 
índice de proliferación celular. En nuestra serie, la ausencia de expresión de RP, solo se asoció 
estadísticamente con el Oncotype DX® y se observaba una tendencia en la asociación, pero 
sin significación estadística, con los resultados de alto riesgo de Oncotype DX® y 8-gene Score 
cuando la expresión era < 20%.
Estos resultados deben interpretarse con cautela, ya que en la práctica clínica diaria la 
recomendación del tratamiento adyuvante del CM en estadio precoz se realiza en función 
de la valoración conjunta de todos los parámetros clínico-patológicos determinados al 
diagnóstico.
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3. CORRELACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE RE, RP Y HER2 
MEDIANTE IHQ Y EXPRESIÓN GÉNICA DE ONCOTYPE 
DX® Y MAMMAPRINT®
Los estudios inmunohistoquímicos del CM revelan la expresión de determinadas proteínas en 
las células tumorales. El presente trabajo refleja la alta concordancia entre la IHQ clásica y 
la determinación de los mismos parámetros mediante expresión génica. Por lo tanto, la IHQ 
continúa siendo una alternativa válida y menos costosa que las plataformas génicas para este 
tipo de determinaciones.
Encontramos tres pacientes (2,4%) en la serie de MammaPrint® con resultado positivo de 
HER2 mediante expresión génica, pero en estos momentos desconocemos si el comportamiento 
es igual que los tumores HER2+ clásicos y mucho menos si un tratamiento dirigido frente a 
HER sería necesario y eficaz.
4. CAMBIO DE LA DECISIÓN TERAPÉUTICA ENTRE 
LOS FACTORES CLÍNICO-PATOLÓGICOS CLÁSICOS Y 
ONCOTYPE DX® O MAMMAPRINT®
La incorporación de las plataformas genómicas como procedimiento diagnóstico en la práctica 
asistencial permite orientar de forma más precisa nuestra indicación terapéutica. Está bien 
demostrado su impacto sanitario, social y económico, con análisis de seguridad, eficacia y 
eficiencia. Gracias a ello, las plataformas aparecen en la mayoría de la cartera de servicios del 
sistema sanitario público y privado.
Tras conocer los resultados de los test genómicos de forma global, la decisión de tratamiento se 
modificó en 70 pacientes (32%). Aumentó la indicación de la HT sola en un 12% y disminuyó 
la de QT en un 14%, habiendo un cambio de QT a HT sola del 23% y, al contrario, del 9%. 
En consonancia con los datos publicados, hubo correlación entre la realización del test y la 
probabilidad de cambio en la decisión terapéutica.
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Con los datos recogidos no se pueden explicar los casos en los que el tratamiento adyuvante 
prescrito fue contrario a lo dictado por el perfil génico. Siete pacientes con Oncotype DX® de 
bajo riesgo recibieron QT y otras 7 pacientes con un RS > 25, no. En el caso de MammaPrint®, 
11 pacientes de bajo riesgo recibieron QT y otras 11 enfermas del grupo de alto riesgo, no. 
Esto supone un 16% de todas las pacientes, correspondiendo un 26% a infratratamientos 
y un 11% a sobretratamientos. El sobretratamiento ha sido aceptado comúnmente en 
nuestro medio hasta la llegada de las plataformas génicas, pero resulta más difícil justificar el 
infratratamiento18,59,79,80,158-161. Como ya se ha indicado previamente, los perfiles ofrecen una 
ayuda para tomar decisiones, y parece que en estos casos el oncólogo antepuso los criterios 
anatomo-patológicos clásicos al resultado de la plataforma.
Otra posible causa de esta discordancia es la negativa de la propia paciente a realizar el cambio 
terapéutico, ya que la opinión de la enferma cada vez tiene mayor peso en la toma de decisiones 
en oncología. Para limitar esta situación, conviene explicar con claridad a la paciente el porqué 
de la prueba y tratar de identificar a las enfermas que ya tengan una decisión tomada sobre su 
tratamiento. De esa manera se evitaría el empleo de una prueba costosa.
5. CAMBIO DE LA DECISIÓN DE LA ACTITUD 
TERAPÉUTICA CON 8-GENE SCORE EN LOS HOSPITALES 
UNIVERSITARIOS RAMÓN Y CAJAL, LA PAZ Y BASURTO
A falta de una validación adecuada, desconocemos el verdadero valor pronóstico de 8-gene 
Score. Son necesarios los estudios futuros de validación para considerar este test comparable 
a Oncotype DX® y MammaPrint®. En el supuesto de que se hubieran dado por válidos los 
resultados de 8-gene Score en el presente trabajo, habría habido un cambio de decisión en 
113 pacientes (51%). En 30 casos (25%) se habría pasado de hormona sola a QT-HT, mientras 
que en 83 pacientes (82%) se habría evitado la QT. Sin embargo, en la premisa de que el 8-gene 
Score no ofreciera información suficientemente fiable, habría habido riesgo de infratratar a un 
24% de las pacientes de alto riesgo, un porcentaje que actualmente es inadmisible.
106Dra. Noelia Martínez Jáñez Tesis doctoral
DISCUSIÓN
6. LIMITACIONES DE ESTE ESTUDIO
Existe una serie de limitaciones que deben tenerse en consideración:
• En primer lugar, remarcar que se trata de un estudio no aleatorizado. Es posible que se haya 
producido un sesgo en la selección de las pacientes: el clínico puede haber incluido en el es-
tudio solo a aquellas enfermas en las que existieran dudas sobre la decisión de tratamiento 
adyuvante. En consecuencia, el impacto clínico de los test genómicos en la decisión final de 
tratamiento puede estar sobredimensionado.
• El método empleado por cada uno de los oncólogos en la estimación del riesgo de recaída en 
función de los parámetros clínico-patológicos clásicos no fue recogido en este estudio. Hubiese 
sido interesante conocer cómo analizan los oncólogos este riesgo antes de disponer del resultado 
del test genómico. Partiendo de la base de que es una estimación imprecisa, hay oncólogos que 
prefieren basar sus decisiones en las recomendaciones recogidas en una determinada guía clínica 
o apoyarse en los resultados numéricos —más objetivos— que ofrecen aplicaciones informáticas.
• A pesar de que una de las ventajas del test genómico Oncotype DX® es que ofrece una 
estimación continua del riesgo de recaída, en nuestro trabajo se prescindió del grupo intermedio 
y se dicotomizaron los resultados cambiando los puntos de corte respecto a la descripción 
original del test.
• Tampoco queda claro si los test genómicos deben realizarse a todas las pacientes con RE 
positivos y ganglios negativos y cuál es el tratamiento óptimo en las enfermas con RS de riesgo 
intermedio definido por Oncotype DX®. Del mismo modo, aún está por definir el papel de 
estas plataformas en las pacientes con ganglios positivos.
• Nuestro trabajo no incluye un análisis de seguimiento largo de las pacientes. En este grupo, 
el manejo del CM tiene importantes consecuencias a largo plazo como son el riesgo de recaída 
o la aparición de segundos tumores en relación con el tratamiento de QT. Aunque solo han 
transcurrido cinco años desde que las primeras pacientes fueron incluidas en el estudio, no hay 
eventos suficientes para poder orientarnos en este aspecto. Hasta la fecha, en nuestra serie solo 
ha habido dos recaídas a distancia: ninguna en el HUB, donde se hicieron los Oncotype DX®, 
una paciente del HRyC y otra en el HULP.
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1. Los resultados de 8-gene Score fueron escasamente concordantes con los de Oncotype 
DX® y MammaPrint®, por lo que no se puede recomendar su uso en la práctica clínica 
hasta que sea formalmente validado. 
2. El 8-gene Score coincide con Oncotype DX® y MammaPrint® en la identificación de las 
pacientes de bajo riesgo, pero clasifica también como de bajo riesgo a un elevado por-
centaje de las pacientes definidas como de alto riesgo por los otros dos perfiles.
3. Los test Oncotype DX® y MammaPrint® de nuestra serie modifican la decisión del 
tratamiento adyuvante en el 32% de los casos. La mayor parte de los cambios tienden 
hacia un tratamiento menos agresivo (23%) pasando de una recomendación inicial de 
QT y HT a un tratamiento únicamente hormonal.
4. La realización de los test genómicos en nuestra serie supuso una reducción en la reco-
mendación de QT en el 14% de los casos, mientras que llevó al empleo de QT en un 
16% de enfermas consideradas en principio de bajo riesgo.
5. Los test genómicos no aportan valor extra en la expresión génica de los receptores 
hormonales y HER2. La determinación estándar de estos factores pronósticos es total-
mente fiable.
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RESUMEN
El CM infiltrante es el tumor maligno más frecuente en la mujer en los países occidentales y 
constituye un grupo heterogéneo de neoplasias. La QT adyuvante se administra en muchos 
casos tras la cirugía con el fin de reducir el riesgo de recaída. La decisión sobre qué pacientes 
deben recibir estos tratamientos se establece según criterios clínico-patológicos clásicos que 
son poco precisos, de manera que para complementar la información suministrada por estos 
criterios se han introducido herramientas predictivas basadas en perfiles de expresión génica. 
Tales instrumentos permiten un uso de la QT adyuvante restringido a las pacientes con mayor 
riesgo. En nuestro entorno, los perfiles génicos de mayor recorrido son Oncotype DX® y 
MammaPrint®.
En el presente estudio se examinó la concordancia entre estos perfiles clásicos y el 8-gene Score, 
un nuevo perfil génico desarrollado por el equipo investigación de Biología Molecular del 
HULP. El principal hallazgo del trabajo fue que existe poca correlación entre perfiles génicos, 
especialmente a la hora de identificar a las pacientes de alto riesgo, lo que supondría prescindir 
de la QT en este grupo de peor pronóstico. Por lo tanto, y en ausencia de estudios de validación 
adecuados, no se puede recomendar la utilización de 8-gene Score en la práctica clínica diaria. 
Los resultados se sitúan en la línea de otros trabajos que han comparado plataformas génicas 
y que también han encontrado escasa concordancia.
Por otro lado, se analizó la influencia que tenía el resultado de los perfiles génicos en cuanto 
a la administración de QT. El porcentaje de cambio fue del 32%, con una reducción del uso 
de la QT de un 14%. Finalmente, se comprobó que las técnicas de IHQ para determinar 
los receptores hormonales y HER2 tienen la misma fiabilidad que la determinación por 
expresión génica.
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